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Les liposomes sont depuis longtemps reconnus comme puissants adjuvants 
de la réponse immtme bien que les mécanismes à la base de cette immtmostimu-
lation demeurent toqjours mal connus. Dans la plupart des études, le ciblage ra-
pide, par l'intermédiaire du véhicule liposomal, de l'antigène aux cellules pha-
gocytaires du système réticulo-endothélial, initiatrices importantes de la réponse 
immtme spécifique, est considéré comme l'élément détenninant du pouvoir ad-
juvant. Cependant, l'observation que les réponses induites par tm même antigène 
diffèrent selon son mode d'association avec le liposome (i.e. encapsulation ou asso-
ciation en surface) suggère que des mécanismes différents sont impliqués dans les 
deux situations, mécanismes qui reflètent possiblement la nature différente de la 
cellule d'initiation activée par les deux fonnes liposomales de l'antigène. En effet, si 
l'antigène encapsulé peut être exclusivement pris en charge par les macrophages 
du système réticulo-endothélial, d'autres types d'interactions cellulaires sont ac-
cessibles à l'antigène ancré, notamment tme interaction avec les lymphocytes B via 
le récepteur spécifique que constitue l'immtmoglobaline de surface. 
Afin de vérifier cette lwpothèse et dans le but d'amplifier la stimulation induite par 
l'antigène liposomal, nOt1B avons inclus dans la bicouche tm dérivé lipidique man-
nosylé, ligand spécifique d'tm récepteur macrophagique exclusif. Cette stratégie 
avait comme but d'augmenter la vitesse de prise en charge des liposomes par les 
macrophages et ce faisant, de diminuer la contribution de toute autre voie d'ac-
tivation, accessible principalement à l'antigène ancré. 
i 
L'étude a été faite sur tm système modèle constitué d'tm antigène soluble, l'albu-
mine bovine sérique, soit encapsulé soit ancré à la surface des liposomes de com-
position lipidique classique, en présence ou non de dérivés giycosylés de l'acide 
palmitique. Les deux dérivés utilisés ont été le dérivé mannose contenant le ligand 
spécifique du récepteur macrophagique et le dérivé sucrose, apparenté mais non 
efficace quant à la fonnation d'une interaction privilégiée avec le récepteur macro-
phagique membranaire. L'étude a porté à la fois sur l'intensité, la qualité et la du-
rée de la réponse induite et ce, tant en réponse primaire que suite à une restimu-
lation avec le même antigène. 
Nos résultats ont démontré que l'inclusion d'tm dérivé mannosylé influen-
ce de façon marquée la réponse induite par l'antigène encapsulé mais n1affecte pas 
la réponse induite par l'antigène ancré. Dans les deux cas, l'ajout du dérivé sucrose 
est sans effet sur la réponse induite. L'effet obseIVé se manifeste non pas par tme 
augmentation de l'intensité de la réponse mais par tme diminution de cette inten-
sité accompagnée cependant d'tme prolongation du temps de réponse sans alté-
ration du profil d'immunoglobulines synthétisées. L'absence d'effet sur la réponse 
induite par l'antigène ancré a été attribuée à l'inaccessibilité du mannose, camou-
flé par la présence de la protéine ancrée à la surface lipsomale. 
ra résultats suggèrent que le ciblage rapide de l'antigène vers les cellules de pré-
sentation n1est pas runique facteur impliqué dans la potentiation de la réponse 
immune telle qu'induite par les liposomes et montrent que, dans la mise au point 
d'un bon adjuvant, l'ensemble des processus mis en branle par l'antigène doit être 
pris en considération. 
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JNTBQDUCl'ION 
L'introduction d'tme substance étrangère ou antigène dans l'organisme in-
duit toute tme série d'événements aussi bien spécifiques que non spécifiques de la 
substance introduite. L'ensemble de ces événements est appelé de façon globale -ré-
ponse immtmitaire-. Cette réponse immune est complexe, impliquant d'tme part 
l'activation simultanée ou séquentielle de phénomènes cellulaires et d'aub-e part 
tme collaboration étroite entre plusietD'8 cellules d'origine lympholde et myélolde. 
La première étape dans l'initiation d'une réponse immtmitaire est la présentation 
de l'antigène aux cellules clés de l'activation du système : les T auxiliaires. Ce phé-
nomène de présentation implique une internalisation de l'antigène par des cellules 
spécialisées dites cellules de présentation. L'internalisation est suivie d'un ~­
sing" mot désignant tm ensemble d'événements encore mal connus aboutissant à la 
dégradation de l'antigène ainsi qu'à l'expression de fragments antigéniques à la 
surface cellulaire en association avec des protéines fabriquées par l'organisme ap-
peléesproduits de classe fi du complexe llU\ieur d'histocompatibilité (CMH). C'est 
ce complexe antigène 1 CMH qui se retrouve sous fomte de réseau à la surface des 
cellules de présentation qui sera présenté au système immtmitaire et plus particu-
lièrement à un récepteur spécifique exprimé à la surface de lymphocytes T apparte-
nant à la sous-population dite T auxiliaire (ou T helper). Ces T auxiliaires sont res-
ponsables de l'activation du système immun en général et de l'actualisation d'tme 
réponse ou défense soit hmnorale soit cellulaire. 
Une réponse à caractère cellulaire est initiée par les lymphocytes T auxi-
liaires et médiée par les lymphocytes T effecteurs. La réponse hmnorale quant à 
elle, est médiée par les anticorps produits dans les fluides de l'organisme (plasma, 
lymphe) par les plasmocytes, cellules dérivées des lymphocytes B, eux aussi activés 
par les T auxiliaires ayant reconnu l'antigène. Dans les deux cas (cellulaire et hu-
morale), une première activation contribue à la mise en place d'une mémoire im-
mtmOlogique qui pennet à l'organisme de répondre plus rapidement et plus effica-
cement lors d'une deuxième rencontre avec l'antigène inducteur. 
Dans le cas de la réponse humorale, les anticorps produits par les plasmo-
cytes, bien que totQours spécifiques de l'antigène, peuvent appartenir à difJérentes 
classes ou isotypes : A, G, D, MouE. Ces classes diffèrent les unes des autres par 
leur capacité d'activer certains mécanismes effecteurs particuliers tels que pbap 
cytose, activation du complément, activation des cellules K, des mastocytes, etc. 
Ces deux types de réponse immune (cellulaire et humorale) sont donc 
initiés par les cellules de présentation de l'antigène. Ce tenne englobe différentes 
. populations cellulaires dont les plus importantes sont les macrophages et les lym-
phocytes B (Dai Monte, P. 1989). Ces deux types cellulaires, comme d'ailleurs toutes 
les cellules capables de présenter l'antigène, ont comme caractéristique commune 
d'exprimer à leur surface de façon constitutive une forte densité de produits de clas-
se n du CMH. De plœ, l'expression de ces produits de classe n peut être modulée 
de façon importante par certaines lymphokines libérées par les lymphocytes T auxi-
liaires activés. 
Ces deux types cellulaires ont tous deux la capacité de dégrader l'antigène 
et de le réexprimer en surface en association avec les molécules de classe n du 
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CMH. Cependant, les macrophages et les lymphocytes B possèdent des mécanismes 
de prise en charge de l'antigène qui sont différents. 
Les macrophages vont pour leur part s'approprier l'antigène en le phagocytant, via 
un récepteur membranaire non-spécifique. L'antigène est -enveloppé- par les pro-
longements cytoplasmiques du macrophage et englobé dans le cytoplasme à l'inté-
rieur d'une vacuole appelée phagosome. La fusion du phagosome avec le lysosome 
pennettra de créer un compartiment, le phagolysosome dans lequel l'antigène sera 
par la suite dégradé, associé aux produits du CMH et retourné à la surface. Les 
lymphocytes B, quant à eux, vont -reconnaître- l'antigène par l'intennédiaire de 
récepteurs spécifiques analogues des anticorps sécrétés appelés immunoglobulines 
de surface. L'antigène lié à l'immunoglobuline est endocyté dans un endosome qui 
fusionne avec un lysosome pour donner un endolysosome où se produiront les 
événements de dégradation et d'association au CMH comme dans le phagolysoso-
me. Cette diff'erence dans le mécanisme de prise en charge rend possible l'existence 
. de deux voies de présentation de l'antigène: une voie macrophage-dépendante et 
une voie B-dépendante. De plus, comme le mécanisme de prise en charge diffère 
entre les deux voies, ceci amène la possibilité qu'une voie pourrait devenir davan-
tage accessible à un antigène dépendamment de sa structure. 
Or, comme il est maintenant assez bien établi (Rouse, B.T. 1986 ; Walden, 
P. et al. 1986) que la réponse fmalement induite dépend de la façon dont l'antigène 
entre en contact avec le système immunitaire, l'existence d'au moins deux voies de 
présentation distinctes ouvre donc la possibilité d'orienter la réponse finale de l'or-
ganisme à tm antigène donné. 
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Les liposomes constituent tm outil intéressant pour aborder la question de 
l'impact de la cellule de présentation sur la qualité et/ou l'intensité de la réponse 
hwnorale produite par l'organisme. 
Les liposomes sont des vésicules membranaires fabriquées artificiellement et es-
sentiellement composées de phospholipides de type naturel. Les liposomes sont non-
toxiques, faiblement immtmogéniques et de nombreuses substances peuvent y être 
associées soit par encapsulation dans la phase aqueuse, soit par ancrage à la sur-
face liposomale (Gregoriadis, G. 1984). De plus, tme fois injectés dans l'organisme, 
les liposomes sont à plus ou moins brève échéance, éliminés de la circulation par 
les cellules phagocytaires du système réticuloendothélial comprenant essentiell&-
ment les macrophages. Les liposomes sont déjà reconnus depuis tm certain temps 
comme de puissants acljuvants de la réponse humorale (Beatty, J.D. 1984; Wamm, 
H.S. 1986). Cependant, on constate dans les résultats publiés des différences imp0r-
tantes dans la réponse induite en dépendance du mode d'association de l'antigène 
(ShahUlll, E. & Thétien, H.-M. 1988). Ces différences pourraient résulter d'interac-
tions privilégiées de l'antigène liposomal avec certaines populations de cellules de 
présentation. Si l'antigène encapsulé n'apparaît à priori qu'exclusivement accessi-
ble au macrophage, compte tenu du fait qu'il est masqué au système, il en va autre-
ment de l'antigène ancré. En effet, au cours de son périple dans l'organisme, 
l'antigène ancré est sœceptible d'interagir avec les immunoglobulines spécifiques 
présentes à la surface des lymphocytes B. 
fi est certain cependant qu' iD viH'1, aUCtme de ces voies n'aura l'excltlSivité 
puisque l'antigène ancré sera lui atlSSi, du moins en partie, é1iminé de l'organisme 
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par les macrophages et puisque les faites d'antigène encapsulé rendent possible 
l'activation d'tme voie B-dépendante. 
S'il semble difficile, voire impossible, de diriger l'antigène exclusivement vers l'tme 
ou l'aub'e voie iD viH'J, il apparaît par contre possible d'amplifier la contribution 
d'me des deux voies 8t1pposées au détriment de l'autre et d'en mesurer l'impact 
sur la réponse induite. 
C'était là l'objectif du travail présenté. La voie d'activation que nous avons 
voulu privilégier est la voie macrophage-dépedante et la stratégie utilisée consis-
tait à inclure dans la membrane liposomaJe un ligand spéci1lque d'un récepteur 
macrophagique. Noœ avons travaillé sur un système modèle utilisant des liposo-
mes de composition reconnue pour leur stabilité en milieu organique et comme an-




1.1. La 1 a ... innnune hu" .. ale: r 
Suivant la stimulation antigénique, il y a développement de réponses spéci-
fiques tant cellulaire qu'hmnorale aboutissant entre autres à la production d'anti-
corps solubles de difïerentes classes et sous-classes. La division entre ces deux types 
de réponse immtmi taire est plutôt artificielle, puisque la réponse hmnora1e est elle-
même tm cas particulier de réponse cellulaire (Figure 1). 
Dans le schéma général, l'antigène, intema1isé par l'tm ou l'autre type de cellule 
de présentation, incluant le macrophage et le lymphocyte B, est partiellement dé-
gradé en fragments. Suite à cette dégradation effectuée par l'intennédiaire des en-
zymes lysosomaux, les fragments d'antigène ou épitopes sont exprimés en surface 
en association avec les molécules de classe II du CMH. Les fragments exposés par 
les macrophages peuvent être différents des fragments exposés par les lymphocytes 
B, à cause du bagage difïerent d'enzymes présents dans cbactm de ces deux types 
de CPAgs. C'est ce complexe AgfCMH qui est présenté sous forme de réseau à tme 
population de lymphocytes T, les lymphocytes Ta et reconnu par tm récepteur spéci-
fique de ce complexe. Les lymphocytes Ta tme fois sensibilisés à l'antigène pourront 
initier les deux types d'immtmité i.e. l'immtmité cellulaire et l'immtmité hmnora-
le. De façon générale, l'immtmité cellulaire se manifeste par la mise en place des 
mécanismes effecteurs tels que la cytotoxicité, la suppression et l'hypersensibilité 
retardée médiés par d'autres populations de lymphocytes T incluant les T cytotoxi-
ques, T suppresseurs et T auxiliaires respectivement. Ces lymphocytes doivent eux-
7 
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mêmes avoir rencontré l'antigène pour répondre efficacement aux signaux d'acti-
vation donnés par les T auxiliaires sous la fonne de facteurs solubles sécrétés dans 
le milieu appelés lymphokines. 
L'immtmité hmnorale, faisant l'objet de cette étude, est elle aussi initiée 
par les T auxiliaires. Elle implique l'activation d'une autre population lymphoïde, 
les lymphocytes B et aboutit à la production d'anticorps spécifiques de l'antigène. 
L'activation a comme prérequis la reconnaÏSCJ8l1ce de l'antigène par le récepteur 
spécifique des lymphocytes B et peut se faire soit par contact direct avec les lympho-
cytes T auxiliaires (coopération cellulaire T/B), soit par l'intennédiaire des lympho-
kines. Les lymphocytes B activés sont ainsi en mesure de proliférer et de se transfor-
mer soit en cellules mémoires soit en plasmocytes ou cellules sécrétant les anti-
corps. 
Cette séquence d'activation caractérise la réponse hmnorale induite par des anti-
gènes (Van Rooijen, N. 1989) auxquels on réfère collectivement comme ~o-dé­
pendants (TD). Ce sont les seuls antigènes capables d'induire une mémoire im-
munologique. Certains antigènes dits thymo-indépendants (TI), sont capables d'sc-
tiverdirectement les lymphocytes B et d'induire la production d'anticorps; il s'agit 
souvent d'antigènes très polymérisés, ayant la capacité de se fixer de façon multi-
valente à la surface des lymphocytes B. La réponse qu'ils induisent est cependant 
primitive et ne présente pas les caractéristiques de maturation et de mémoire as-
sociées aux antigènes T-dépendants. 
La réponse hœnorale primaire est la réponse élaborée par l'organisme 
contre un antigène avec lequel il est en contact pour la première fois. Immédia-
tement après la stimulation antigénique, on obseIve une période de latence, durant 
laquelle aucune molécule d'anticorps ne peut être détectée. La durée de cette pério-
de est fonction de la voie d'administration (site d'injection) et surtout de la natme 
même de l'antigène. C'est au cours de cette phase de latence que s'effectueront la 
reconnaissance et la dégradation de l'antigène par les CPAgs (macrophage ou 
lymphocyte B), son "processin( ainsi que sa réexpression en surface pour fin de 
présentation aux cellules T auxiliaires. 
Vient ensuite la phase de croissance du taux des anticorps. A ce stade, on constate 
souvent une variation de la classe d'immunoglobulines synthétisées en fonction du 
temps et une maturation de l'affinité des anticorps. Les IgM apparaissent d'abord 
dans le milieu, suivi des 19G. La synthèse se poursuit pendant un certain temps 
(phase de synthèse maximum) et les anticorps sont ensuite tranquillement 
éliminés de la circulation (phase de décroissance) (Figure 2). 
La réponse humorale secondaire est obseIVée lors de la réinjection du 
même antigène lorsque le taux d'anticorps circulants spécifiques contre cet antigè-
ne est redevenu quasi nul (Figure 3). Ce type de réponse s'observe surtout avec les 
antigènes protéiques. La réponse se caractérise par une période de latence beau-
coup plus courte ainsi que par une phase de synthèse beaucot1p plus importante. Le 
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plus longue que lors de la réponse primaire. Enfin, l'affinité des anticorps pom 
l'antigène est plus grande, ceux-ci étant essentiellement de type 19G (Figure 4). 
Les caractéristiques de cette réponse (période de latence brève, production accrue 
d'anticorps, etc.) reflètent la mise en place d'tme mémoire immtmologique. Ce type 
de réponse n'est obseJvée que pom les antigènes T-dépendants. Pom les antigènes 
T-indépendants, la deuxième rencontre avec l'antigène n'est associée ni à tme ma-
turation des anticorps ni à tme augmentation sensible de lem production. 
En bre( il faut surtout mentionner que cette réponse hmnorale secondaire 
peut être vivement influencée par le moment exact auquel la seconde stimulation 
est apportée, et semble également être fortement influencée par la voie d'activation 
empnmtée par l'antigène lors de l'initiation de la réponse, à la première rencontre. 
Cette influence peut se manifester tant au niveau du taux d'anticorps qu'au niveau 
de la distribution des différents types d'anticorps (profil d'immtmoglobulines). 
1.1.3. Voie. d'activatiGll du.,.tème immgn· 
Chez la sotIl"is, on a mis en évidence in vitro deux sous-populations de lym-
phocytes T auxiliaires impliqués dans l'activation de la réponse hmnorale les Ta1 et 
les Ta2. Chactme de ces populations sécrète préférentiellement certaines lympho-
kines qui influencent la nattIl"e de la réponse hmnoraIe induite particulièrement au 
niveau des classes d'immtmoglobulines synthétisées. Les Ta1 favorisent la produc-
tion d'IgG2a, d'IgGS et d'lgM, tandis que les Ta2 pour lem part stimulent la pro-
duction d'lgGl et d'IgE. Cette production sélective d'immtmoglobuline est reliée à 
la sécrétion d'IL-2 et d'IFN-y par les Ta1, d'IL-4 et d'IL-5 par les Ta2 (Vitetta, E.S. 
1987; Snapper, C.M., Paul, W.E. 1987). Comme l'IFN-y favorise l'expression du 
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CMH n à la surface des macrophages et l'IL-4 l'expression du CMH n à la surface 
des lymphocytes B et comme ces molécules du CMH jouent m rôle important dans 
la présentation de l'antigène, il a été proposé que la présentation de l'antigène par 
les cellules B poumùt favoriser l'activation des cellules Ta2 et que la présentation 
par les macrophages pourrait favoriser l'activation des cellules TaI (Vitetta, E.S. 
1987; Clifford, M. 1987; Snapper, C.M. 1988) (Figure 5). 
L'existence de ces deux sous-populations distinctes de cellules T auxiliaires n'est 
toutefois pas encore clairement démonb'ée iD V1W. n est possible que dans des con-
ditions physiologiques, cette dualité fonctionnelle soit induite par des sigriaux d'ac-
tivation spécifiques agissant sur me cellule T auxiliaire plmipotente (Finkelman, 
F.D. 1990), pour donner DsjSS8Dce soit à tme activité TaI soit à tme activité Ta2. 
Certaines évidences expérimentales suggèrent que les réponses de type Ta! ou Ta2 
peuvent être générées iD viR'J dépendant des caractéristiques· de l'antigène utilisé 
pour l'immunisation. (Finkelman, F.D. 1990; Gnm, J.L., Maurer 1989). 
Bre( bien que la réponse finale résulte d'une multitude d'interactions harmonisées 
entre les diverses populations de cellules inummes, la route ~eure empnmtée 
par l'antigène à l'étape d'initiation influence de façon déterminante l'intensité aus-
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1.2. Les cellules de pr&entatiGll de l'anti&iœ (CPAg): 
Les cellules de présentation de l'antigène ou cellules accessoires sont celles 
qui -aident- et coopèrent avec les lymphocytes mm de les rendre capables d'assu-
mer leur fonction de reconnaissance et d'activation. Ces cellules partagent trois 
fonctions principales: (Ashwell, J.D. 1988) 
• Prise en charge et - transfonnation - de l'antigène 
• Expression de l'antigène en surface dans le contexte des molécules 
de classe II du CMH. 
• Sécrétion de médiatems solubles. 
On retrouve dans l'organisme, divers types de cellules accessoires ou cellules de 
présentation de l'antigène localisées à différents points stratégiques: les cellules de 
Langerhans de la peau, très actives dans la présentation de l'antigène et possédant 
tme forte densité de molécules de classe 1 et II du CMH, les cellules folliculaires de 
la médullaire thymique, les cellules dendritiques de la rate et des ganglions ainsi 
que les macrophages et les lymphocytes B retrouvés dans toas les tissas lymphoïdes 
secondaires. 
Le rôle du macrophage dans le -processing' des antigènes fait le stijet de nombreu-
ses études depuis le début des années '50 et jusqu'à maintenant (Unanue, E.R. 1987; 
Johnston, R.B. 1988; Su, D. 1989). Le rôle ~eur des lymphocytes B dans cetteac-
tivité est reconnu depuis moins longtemps mais fait à l'heure actuelle l'objet de re-
cherches intensives. 
1.2.1 Les 1D8Cl'~ péritœéam: 
1.2.1.1 Leurs rôles principaID:: 
Les macrophages jouent un rôle dans l'inflammation, la défense de l'hôte 
ainsi que dans la réaction contre une variété d'agents étrangers. Le rôle central 
joué par les macrophages dans l'initiation de la réponse dépend de leur capacité de 
générer des signam tant spécifiques que non-spécifiqaes, laquelle est reliée d'une 
part à leur fonction de présentation et d'autre part à leur capacité de sécréter des 
cytokines influençant l'état dl activation des lymphocytes T (Unanue, E.R. & Allen, 
P.M.1987). 
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Comme mentionné précédemment, le signal spécifique est un complexe de frag. 
ments peptidiques (épitopes) associés am molécules du CMH, ligand spécifique du 
récepteur des lymphocytes T, alors que les signaux non-spécifiques sont principale-
ment associés à l'interleukine-l et au TNF ettnnor necrosis factorj. Les macro-
. phages exercent aussi leurs fonctions de défense par un ensemble de mécanismes 
plus ou moins indépendants de l'activation lymphocytaire. Ces mécanismes contri· 
buent à la réaction inflammatoire médiée par différents produits macrophagiques 
incluant des enzymes hydrolytiques, des composantes du complément, des prosta-
glandines et des métabolites actüs de l'Ch. La sécrétion de plusieurs de ces molécu-
les peut être influencée par les sécrétions des Ta activés grâce am récepteurs de 
surface que possèdent les macrophages pour les lymphokines, protéines régulatri-
ces sécrétées par les lymphocytes. Ainsi, les macrophages activés s'avèrent être 
hautement microbicides et tmnoricides. 
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1.2.1.2. ~ ... uœai .... et .. faenbltiGllde l'anti&èDe: 
La phagocytose consiste en l'ingestion par les macrophages de particules 
relativement grosses (environ 5 Jl11l} telles les bactéries ou des parties d'tme cellule. 
La première étape consiste en la liaison de la particule à la membrane plasmique 
du phagocyte. Par la suite, la particule est enveloppée par des prolongements cyt0-
plasmiques suite à l'interaction progressive des récepteurs de smface sur le phag0-
cyte avec les ligands distribués à la surface de la particule (appelé -interaction 
ZIPPER,.). Après fusion des prolongements cytoplasmiques, la particule se retrouve 
dans le cytoplasme à l'intérieur d'tme vésicule appelée "phagosome-. Le phagœo-
me fusionne avec un lysosome primaire pour fonner le phagolysosome (lysosome 
secondaire) dans laquelle la particule sera digérée par les enzymes hydrolytiques 
du lysosome. Toutefois, il est important de mentionner que le sort ultime de la parti-
cule ingérée dépend d'abord de sa nature ainsi que du type de cellule phagocytaire. 
Au cours de ce processus, l'antigène est -transformé- de façon à devenir 
immunologiquement reconnaissable; c'est l'étape du -processing". Dans le phago-
lysosome, l'antigène dégradé est associé au CMH de classe fi et retourné sous cette 
fonne à la membrane plasmique. Les peptides obtenus suite au -processing", con-
sistent habituellement en 8 à 10 résidus d'acides aminés, insérés dans une cavité 
fonnée de l'association de deux domaines extracytoplasmiques du CMH ll. 
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1.2.1.3. Récepteurs de surface impliqués dans les divenes fonctiODS 
des macrophaaes : 
La grande variété de fonctions des macrophages dans le système immtmi-
taire est médiée par divers récepteurs de surface qui leur pennet dl interagir avec 
les honnones, les protéines exogènes et endogènes, les polysaccharides et les lipi-
des. Les récepteurs les mieux connus incluent des récepteurs pour la portion Fc des 
IgG (Kôlsch, E. et al. 1980; Metzger, H. et al. 1988), les récepteurs pour différentes 
protéines du complément, le récepteur fucose-mannose et les récepteurs pour les 
facteurs de croissance et cytokines tels rIFN-Q et-~, rIFN- y, rIL-l et le TNF ("tu_ 
mor necrosis factor"). 
1.2.2. Les lymphocytes B en tant qœ CPAg : 
Comme les cellules dendritiques et les cellules de Langerhans de la peau, 
les lymphocytes B intemalisent l'antigène par voie dl endocytose et sont capables de 
réexprimer des fragments de cet antigène à la surface en association avec les molé-
cules du CMH n (Krieger, J.I. et al. 1985; Ashwell, J.D. 1988; Abbas, A.K. 1988). 
L'extrême efficacité du lymphocyte B dans ce phénomène tient à la spécificité et à 
l'affInité de son récepteur, l'immunoglobuline de surface (Chesnut, R. W. & Grey, 
H.M. 1981; Manca, F. et al. 1988). De plus, les cellules B, en liant l'antigène de façon 
spécifique via les immunoglobulines de surface, requièrent la liaison de concentra-
tions beaucoup plus faibles dl antigène que dans le cas d'une liaison non-spécifique 
de l'antigène (Malynn, B.A., et al. 1985; Snider, D.P. & Segal, D.M. 1989). L'impor-
tance des cellules B en tant que cellule de presentation de l'antigène in)ï7'H') découle 
de certaines observations montrant que des souris rendues déficientes en cellules B 
par injection chronique dl anticorps de lapin anti-jJ. dès la naissance ne répondent 
pas à une immunisation avec un antigène conventionnel (Kurt-J ones, E.A. et al. 
1988). 
1.3. Les immunoglobqlines et leurs rôles physiolOlÏques: 
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Indépendamment de toute inununisation active, les inununoglobulines 
sont présentes en concentration substantielle dans la circulation. Cela résulte en 
partie de la confrontation constante du système inununitaire avec des substances 
inununogéniques telles que les éléments de la flore bactérienne intestinale, des ali-
ments ou des particules inhalées. 
Bien que les inununoglobulines possèdent toutes la même structure de base (Figure 
6), elles ne constituent pas un groupe homogène de protéines. Elles se subdivisent 
en classes et sous-classes. Une molécule d'inununoglobuline est constituée de deux 
chaînes légères identiques toutes deux de type K ou À, ainsi que de deux chaînes 
lourdes identiques (a., y), Yz, Y';3, 6, II ou E). Chacune des chaînes comprend une 
région variable et une région constante. L'association des régions variables d'une 
chaîne lourde et d'tme chaîne légère détemline le site de liaison de l'antigène et 
conséquemment la spécificité de l'anticorps. La région constante des chaînes lour-
des constitutives est responsable de la particularité des mécanismes effecteurs 
offerts à l'anticorps pour éliminer l'antigène. C'est donc la région constante d'une 
molécule d'immtmoglobuline qui est responsable des propriétés physiologiques 
d'tme classe donnée. Chez la souris on distingue cinq classes d'immtmoglobulines : 
IgD, 19A, IgE, IgM, 19G et trois sous-classes d'lgG soit IgGl, 19G2a et IgG3, 
chaCtme ayant des propriétés physiologiques qui leur sont propres. 
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L'immunoglobuline de type M ( IgM ), sous sa fonne pentamérique, peut lier 
l'antigène avec tme forte avidité. Les complexes anticorps-antigène de ce type 
activent la cascade classique du complément assez efficacement. De plus, il a été 
observé que les complexes antieorps-antigène-complément sont phagocytés par les 
macrophages. Cette phagocytose est probablement médiée par les réceptems du CSb 
sur le macrophage et non par tm récepteur spécifique pour la région Fe des 19M. 
L'IgM est aussi tm anticorps fréquemment observé dans certains désordres auto-
immtmS (ex. facteur rhmnatolde). 
La sous-classe 19G3 ne représente qu'environ 7% du total des 19G. Toutefois, elle 
possède la capacité de fixer le complément ainsi que de traverser le placenta. Mal-
gré tme capacité d'opsonisation (ou d'attachement à des cellules pour favoriser la 
phagocytose) faible, 1'1803 procure tme bonne protection contre les bactéries. 
Les sous-classes IgG2a et IgGl représentent quant à elles respectivement environ 
23% et 70% du total des IgG, et sont fortement représentées lors d'tme réponse im-
mtme à tme infection virale avec tm excès de 10 à 100 fois en IgG2a (Finkelman, 
F.D.l990). Enfin, l'IgG2a, en contraste avec l'IgGI & l'IgGS, peut activer les voies 
classique et alterne du complément. En se fixant par sa portion Fe à tm récepteur 
distinct sur les macrophages, l'IgG2a se fait médiateur de l'ADCC (-antibody de-
pendent cellular cytotoxicity") 
Les IgA (10-15 % des immtmoglobulines), sont pour leur part importantes dans la 
protection des surfaces mucosales contre l'invasion par les microorganismes. Une 
fonne de l'IgA, désignée sous le tenne -IgA sécrétoire-, est l'immtmoglobuline 
prédominante dans les sécrétions des mammifères i.e. la salive, les lamtes, le lait 
maternel, etc. Enfin, les IgA n'activent pas la voie classique du complément. 
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Les 19D sont retrouvées en très faibles concentrations dans le sérum, environ 30-50 
JJ.g/ml. Les lymphocytes B immatures expriment les IgM de surface sans IgD qui 
ne sont exprimés que lors de la différenciation de ces cellules. La plupart des lym-
phocytes B matures de la rate des souris possèdent considérablement plus d'IgD 
que d'IgM à leur surface. Suite à l'activation, des lymphocytes B l'1gD de surface 
n'est généralement plus détectée. EnfIn, auctme fonction effectrice n'est encore pré-
cisément connue pour cette classe d'immunoglobuline. 
EnfIn, les immtmoglobulines de type E (IgE) ne constituent qa'tme très faible partie 
des immtmoglobulines dans le sénnn soit seulement 0,1 à 0,3 . Jlgfml. Toutefois, 
c'est la classe d'immtmoglobuline qui médie la majorité des réactions 
anaphylactiques. Les IgE se lient étroitement aux réceptears FcE sur les basophiles 
et les mastocytes asbizaka, T. et al. 1971). Le pontage par l'antigène des IgE liées à 
la surface cellulaire, initie la dégranulation de ces cellules conduisant au relargage 
d'tme variété de substances phannacologiquement actives dont l'histamine et la 
sérotonine. Ce sont ces substances qui élicitent les réactions d'anaphylaxie et la 
production de molécules qui attirent les éosinophiles, cellules importantes dans la 
défense anti-parasitaire. 
Bre( c'est essentiellement la région constante de la cbarne lourde de la mo-
lécule d'anticorps qui semble détenniner si l'organisme étranger est opsonisé et 
phagocyté par tm macrophage, -attaché- pour la destruction par tme cellule K 
(·Killerj, lysé par le complément ou empêché de s'attacher aux surfaces mucosa-
les. 
EnfIn, le patron d'isotypes produit en réponse à tme activation dépend de l'antigène, 
de son mode de présentation, de la route d'immtmisation, des cellules régulabices 
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impliquées et du -OOCkground- génétique du Slijet. Grâce à leur propriétés spécifi-
ques ces isotypes définiront à leur tour le ou les mécanisme(s) efTecteur<s) disponi-
ble(s) à l'organisme pour "négocier- avec les corps étrangers. 
1_4. Les 1ipc.wwnes cmune véhicule cie l'anti&iœ: 
1.4.1. DeacriptiGll jéuénde: 
Les liposomes, utilisés ici comme véhicule de l'antigène, sont en fait des 
vésicules membranaires constituées de phospholipides naturels. fis sont, dans n0-
tre étude, constitués de phosphatidylcholine (DMPC), de phosphatidyléthanolamine 
(DPPE> et de cholestérol. 
Le DMPC constitué de chaînes d'acides gras saturés peu sensibles à l'oxidation 
favorise la fonnation d'tme double couche (feuillet) lipidique fennée et constitue 
l'essentiel de la structure liposomale. Le DPPE qui, à forte dose déstabilise le lipo-
some, est utilisé à faible concentration pour fournir 'tme fonction amine facilement 
modifiable pennettant l'association covalente d'tme molécule en surface. Le choles-
térol rigidifie et stabilise les liposomes en présence de sénnn et peut augmenter 
leur temps de demi·vie dans la circulation, en limitant les échanges de 
phospholipides avec les lipoprotéines de haute densité, HDL(Gregoriadis, G. 1985; 
Rouse, B.T. 1986). 
La membrane liposomale constitue tm feuillet continu, impennéable aux 
molécules hydrosolubles <Matthews, B.F. 1984). Par conséquent, cette dernière pro-
priété favorise l'encapsulation de molécules hydrosolubles dans leur compartiment 
interne. 
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C'est au moment de la dispersion d'un film sec de lipides en milieu aqueux 
que se fonnent les vésicules liposomales. On obtient de grosses stnIctures de tailles 
hétérogènes (SOOA à 10JL) constituées de plusieurs bicouches organisées de façon 
concentrique. De telles structures sont connues sous le nom de vésicules multila-
mellaires (Figw'e Th). Pour ce type d'arrangement, les molécules (en solution a-
queuse) peuvent se retrouver en plein centre (espace interne hydrophile), mais 
aussi entre chactme des bicouches (espaces hydrophiles interlamellaires). 
Suite à la filtration par extrusion (ultrafiltration sous pression d'azote) de la sus-
pension lipidique, on obtient cette fois des vésicules unilamellaires de taille h0mogè-
ne dont la dimension varie en fonction de la porosité des filtres utilisés (Figure 7c). 
On peut également obtenir de telles vésicules tmilamel1aires par un traitement des 
vésicules multilamellaires aux ultrasons (sonication), mais les vésicules sont pltm 
petites « 100 nm) et leur pouvoir d'encapsu1ation faible. 
Les liposomes permettent donc l'association de substances aussi bien dans 
la phase aqueuse qu'en surface (Shek, P.N. 1983; Claassen, E. 1987; Gregoriadis, G. 
1984). Lorsque les substances associées sont camouflées (dans la phase aquease) 
elles sont incapables d'interaction alors que lorsqu'elles sont exposées en surface, 
elles sont susceptibles de reconnaître et d'interagir avec toute cellule rencontrée iD 
viw <Wolf, B. & Gregnriadis, G. 1984) pour lesquelles elles possèdent tme affinité. 
ln Ww, les liposomes sont éliminés de la circulation par les macrophages. Cepen-
dant, plusieurs paramètres physico-chimiques des liposomes tels la taille, la fluidi-
té (contenu en cholestérol etJou lipides à température de transition plœ élevée), la 
charge de surface (résultant des charges des phospholipides constituants) et la 
structure (multilamel1aire ou unilamellaire) influencent leur stabilité iDWwet 
(b) 
(c) 
Figure 7 - Représentation schématique de (a) molécule de phospholipide; 




leur temps de demi-vie en circulation (Beatty, J .D. 1984; Davis,D. & Gregoriadis, G. 
1987). Par exemple, les liposomes de grande taille ou les liposomes chargés négati-
vement seront éliminés plus rapidement de la circulation par les phagocytes que les 
petits liposomes chargés positivement. Les liposomes fabriqués à partir de lipides 
neutres ont pour leur part une vitesse dl élimination intennédiaire entre les liposo-
mes chargés négativement et positivement. D'autre part, la stabilité et le temps de 
demi-vie en circulation sont augmentés pour les liposomes riches en cholestérol 
etJou en lipides à transition de phase liquide/cristalline élevée. La fluidité membra-
naire étant ainsi diminuée, le contenu de la phase aqueuse des liposomes est beau-
coup moins susceptible de fuir à l'extérieur. 
Les liposomes se sont avérés particulièrement efficaces comme agent de 
modulation de la réponse immune. En effet, depuis la mise en évidence par Allison 
& Gregoriadis de la stimulation de la production d'immtmogiobulines contre la 
toxine diphtérique, plusieurs travaux ont démontré le caractère aqjuvant des liposo-
mes que ce soit sur la production dl anticorps ou sur rimmtmité cellulaire (Rouse, 
B.T 1986; Davis, D., Davies, A. & Gregoriadis, G. 1987; Shek, P.N. 1984; Hubscher, 
T. et al. 1974). 
Dans la majorité de ces études, l'association physique de l'antigène aux liposomes 
apparaît comme tme condition indispensable à la manifestation de ce caractère im-
munomodulateur associé à d'autres propriétés du véhicule liposnma) (faible toxici-
té, faible immtmogénicité) (Thérien, H.-M. & Shahum, E.I989). Toutefois, la nature 
de cette association i.e. encapsulation ou exposition en surface demeure controver-
sée (Six, H.R. et al. 1980; Lifshitz, R. et al. 1981; Shek, P.N. et al. 1981; Tom, B.H. et 
al. 1982; Van Rooijen, N. et al. 1982; Gerlier.D.et al. 1983; Snyder, S.L. & Vannier, 
W.E.1984; Shek, P.N. et al. 1983; Gregoriadis, G. et al. 1987). 
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Ce caractère immunoadjuvant des liposomes pennet d'envisager leur utilisation 
conune vaccins synthétiques pour administration hmnaine et animale. En effet, les 
vaccins couramment utilisés tels les peptides synthétiques mimant les antigènes 
streptococcal, gonococcal etc., sont généralement de faibles immunogènes. En effet, 
de tels vaccins n'induisent qu'une faible production d'anticorps, offrant par c0nsé-
quent une immunité peu efficace et de courte durée. Ainsi, ce type d'antigène (pepti-
des) requiert des adjuvants pour induire une immunité protective d'où l'intérêt des 
liposomes qui sont en plus d'être adjuvant, peu toxiques et faiblement immunogéni-
que (Gregoriadis, G. 1988). 
1.4.3. Inftœnœ du mode d'8IIOCÏaüOIl de l'anti&èDe am lipœc."es lUI' la 
Les liposomes sont non seulement de bons adjuvants de la réponse immune 
mais semblent capables d'influencer la réponse en dépendance de leur mode 
d'association avec l'antigène (Shahum, E. & Thétien, H.-M. 1988; Vannier, W.E. & 
Snyder, S.L. 1988). 
Panni les différences qui ont été rapportées dans les réponses induites par l'antigè-
ne ancré et encapsulé, on note des différences dans la durée (Thérien, H.-M., Lair, 
D. & Shahum, E. 1990), l'intensité (Thérien, H.·M., Lair, D. & Shahum, E. 1990; 
Van Rooijen, N. & Van Nieuwmegen 1982; Vannier, W.E. & Sl\Yder, S.L. 1988; 
Latif, N. & Bacchawat, B.K. 1988), le profil d'isotype, la dépendance du site 
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d'injection (Vannier, W.E. & Snyder, S.L. 1988), la· dépendance de l'intégrité des 
fonctions macrophagiques (Su, D., Van Rooijen, N. 1989). 
En ce qui concerne les difïerences dans la durée et l'intensité de la réponse htnnora -
le, il semble qu'elles ne réflètent pas simplement le comportement différent des di-
vers antigènes testés dans les diverses études puisque des résultats conflictuels ont 
aussi été obtenus dans des études utilisant le même antigène (BSA) et des 
conditions similaires (Shek, P.N. & Sabiston 1982; Van Rooijen, N. & Van 
Nieuwmegen 1982). Une partie de la controverse peut cependant originer des 
différents aspects de la réponse immtme étudiés et des différentes préparations 
liposomales utilisées par les différents auteurs. 
Bref, ces différences observées dans les réponses htnnorales suggèrent que les deux 
fonnes d'antigènes liposomaux encapsulés et ancrés empnmtent des voies d'activa-
tion différentes. Ces voies d'activation différentes pourraient être reliées aux possi-
bilitésdistinctesotTertesaux deux ronnes antigénique& pour entrer en contact avec 
le système immunitaire. 
L'antigène encapsulé, masqué qu'il est à l'intérieur du liposome, se retrouve direc-
tement dirigé vers les macrophages sans avoir pu interagir pendant son temps de 
vie en circulation avec de quelconques récepteurs cellulaires. Ce ciblage de l'antigè-
ne aux macrophages peut ainsi en retour pennettre tme activation rapide des cel-
lules T auxiliaires selon tme voie essentiellement macrophage-dépendante. 
Si l'on considère les macrophages comme la principale, pour ne pas dire l'unique 
route accessible à l'antigène encapsulé (Shek, P.N. & Ludovick, S. 1982), il en est 
autrement pour l'antigène ancré. En effet, lorsque l'antigène est ancré dans la 
29 
membrane liposomale, la situation s'avère relativeril.ent plus complexe en ce sens 
que d'autres types d'interactions liposome/cellule immtme peuvent être envisagés 
conune par exemple l'interaction avec les lymphocytes B via leurs immtmogiobuli-
nes de surface spécifiques de l'antigène. La possibilité de telles interactions liposo-
me/cellule est supportée par les travaux de Walden, P. et al. 1986 qui ont démontré 
l'activation de clones de cellules T par tm antigène liposomal ancré présenté à tme 
densité d'épitopes suffisanunent élevée. 
Les différences obsetvées dans les réponses hmnorales induites par les deux Connes 
d'antigènes pourraient s'expliquer d'tme part par tme différence dans la nature des 
CPAgs principalement impliquées etJou d'autre part dans le ·processing" différent 
des deux Connes d'antigènes par tm même type de CPAg. Afin de clarifier la ques-
tionet dans le but ultime d'accentuer le caractère acljuvant du véhicule liposomaJ, 
nous avons transConné le système de Caçon à pennettre tme prise en charge plus 
rapide de l'antigène par tm des deux types de CPAgs impliquées, soit le macropha-
ge. En activant de Caçon principale la voie macrophage-dépendante, les buts visés 
étaient de diminuer la contribution des autres voies dans la réponse à . l'antigène 
ancré et de voir l'impact de cette voie amplifiée sur la qualité de la réponse 
fmalement induite. Dans cette étude, nous avons voulu exploiter la présence d'tm 
récepteur spécifique présent à la surface des macrophages, le récepteur du manno-
se pour accentuer la prise en charge des liposomes par les macrophages. Nous 
avons utilisé pour ce Caire tm dérivé lipophile synthétique du mannose, le palmitoyl 
mannose, inséré dans la bicouche liposomale. 
C'est en quelque sorte en ·disséquant· le phénomène de l'initiation de la réponse, 
qu'il peut être possible de mieux évaluer l'impact de divers types de fonnulation 
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antigénique au niveau de la production d'anticorps en tenne d'intensité et de pro-
duction relative des isotypes d'lgG (lgGl, IgG2a, IgG3) de même que des IgM. 
1.5. Inteuaificatiœ de la reamnai"BDCe lipcMane-macrlDf'utle: 
1.5.1. Lec:tineaetgbmlipides syntbétiques: 
Comme mentionné plus tôt, les macrophages prennent en charge l'antigè-
ne par phagocytose via des prolongements cytoplasmiques indépendamment de la 
nature de cet antigène. De plus, cet antigène ou corps étranger est généralement 
constitué ou additionné de différentes molécules ayant pour rôle de favoriser l'inte-
raction avec les phagocytes. Ces diverses molécules faisant partie intégrante ou as-
sociées (iD Y.ÎPV) â l'antigène, pennettent de distinguer deux types de phagocytose 
soit l'opsonophagocytose et la lectinophagocytose. 
On a constaté que certains facteurs sériques augmentaient la vitesse d'incorpora-
tion des microorganismes par les phagocytes ; ces facteurs étant appelés opsonines, 
ce processus d'ingestion est appelé opsonophagocytose (Ofek, 1. 1988). Les opso-
nines, moyen de reconnaissance entre les phagocytes et leurs cibles (bactéries), 
fonctionnent en liant spécifiquement à la manière semIrelclé les molécules de 
surfaces membranaires intégrales sur les phagocytes d'tme part et la bactérie 
d'autre part. Les fragments C3b et C3bi du complément, type d'opsonine bien 
connu, favorisent la phagocytose d'tme bactérie en se fixant d'tme part à la surface 
de cette dernière (opsonisation) et d'autre part aux récepteurs pour les molécules du 
complément (CR) présents à la surface des phagocytes. On reconnaît également les 
immtmoglobuIines comme autre type d'opsonine. 
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n existe cependant un autre type de phagocytose indépendant des molécules opsoni-
santes (preuves à l'appui par des expériences in vitro et in Y.WrJ en absence de com-
plément). Les bases moléculaires de cette reconnaissance non-opsonique entre les 
bactéries et les phagocytes sont demeurées pendant longtemps une énigme. Néam-
moins, depuis une dizaine d'années, certaines évidences suggèrent que cette recon-
naissance spécifique est médiée par l'interaction de protéines liant les carbohy-
drates, en l'occurence les lectines (Behling, V.H. 1976; Sharon, N.chap.3,4,13,20; 
Machy, P. 1986; Feizi, T. 1987). Ces lectines retrouvées à la surface d'tm type 
cellulaire vont en fait se combiner avec les sucres complémentaires à la surface 
d'un autre type cellulaire de façon similaire à une opsonine; c'est ce qu'on peut 
appeler la lectinoph8&PQ1;o8e, ln n'w, ce mécanisme facilite la phagocytose de 
nombreuses espèces bactériennes (Sharon, N.I983; Handman, E. 1987) qui n'acti-
vent pas la voie alterne du complément. On reconnaît deux types de lectinophagocy-
tose: (Sharon, N. 1984) 
1. La bactérie porte des lectines de surface (Firon, N. 1982; Sharon, N. " oret, 
1. chap.3 1986) qui se lient de façon complémentaire aux carbohydrates 
(récepteurs) à la surface des cellules phagocytaires. 
2. A l'inverse, les lectines sont des composantes intégrales de la membrane de 
la cellule phagocytaire se liant aux carbohydrates des surfaces bactériennes 
Cette dernière situation illustre en quelque sorte le modèle utilisé dans cette étude 
(Figure 8). En effet, on retrouve à la surface des macrophages le récepteur du man-
nose, tme lectine ayant la capacité de lier les résidus de mannose. Ces résidus de 
mannose se situent en ce qui nous concerne à la surface des liposomes et sont 
-[ site de liaison du sucre 






Figure 8 - La lectinophagocytose d'un liposome par un macrophage 
na lM lUCres. 
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retrouvés sous fonne de glycolipide (dérivé lipophile du mannose). Les glycolipides 
sont depuis longtemps reconnus pour leurs effets immmlostimulants (Nigam, V.N. 
1982 & 1984 Ghosh,P.et al. 1980) et cette propriété est mle conséquence de leurs inte-
ractions avec les réceptems de type lectine présents à la surface des macrophages. 
L'idée de cibler directement aux macrophages en utilisant le mannose ou 
des fonnes modifiées n'est pas nouvelle. (Barrat, G. et al. 1986; Schroit, AJ. et al. 
1986). En effet, afin de cibler les macrophages Baldeschwieler, J.D. et al. en 19850nt 
pour leur part utilisé le 6-aminomannose lié au cholestérol. Egalement en 1985, 
Roche et al. ont surtout explOité les propriétés du muramyldipeptide (MDP), ml 
activateur des macrophages, lié de façon covalente au mannose ou des glycoprotéi-
nes terminées par des groupements mannose-phosphate. n a été démontré que lors 
de l'association à des liposomes de ligands spécifiques de récepteurs macrophagi-
ques, leur phagocytose stimule les propriétés des macrophages et que ces ligands 
étaient associés à des propriétés adjuvantes (Garcon, N. et al. 1988; Allen, T.M. & 
Chann, A 1987; Barrat, G.M. et al. 1987; Ohsumi, Y. et al. 1988). 
Dès 1976, Stahl et al. ont fait ressortir l'existence d~ récepteur qui avait la 
capacité de lier les glycoprotéines portant des résidus de mannose (type lectine). Le 
L-fucose (un sucre simple) a lui aussi une affinité pour le récepteur et le récepteur 
est donc nommé -récepteur mannoseIfucose-. Le récepteur du mannose, purifié 
chez le lapin, le rat et les tissus humains, est une grosse glycoprotéine 
membranaïre requérant du ca1cimn et un pH neutre pour une liaison optimale du 
ligand (Stahl, P.D. 1990). Les ligands mannosylés se lient au récepteur et entrent 
subséquemment dans un compartiment endosomal acide où la dissociation a lieu. 
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Une fois le processus de dégradation du ligand complété, le récepteur est 
rapidement recyclé à la surface cellulaire (stahl, P.D. et al. 1980; Wileman et al. 
1984; Muller, C.D. & Shuber, F. 1989), le rendant de nouveau apte à tme 
"reconnaissance- spécifique de ligands mannosylés. 
Chaque récepteur traverse tm cycle complet chaque dix à quinze minutes. Etant 
donné que le temps de vie du récepteur est de plusieurs jours, il peut être recyclé des 
centaines de fois avant dlêtre dégradé ou inactivé. 
De récents progrès concernant la biochimie du récepteur du mannose ont révélé 
que le récepteur est synthétisé en tme protéine de 154 kDa, complètement 
transfonnée en tme fonne matme de 162 kDa en environ 90 minutes (Lennartz, 
M.R. 1987 & 1989; Gordon, S. 1988) par l'acquisition de certains oligosaccharides 0-
liés et N-liés dans l'appareil de Golgi. Ce récepteur est exprimé par une grande 
variété de macrophages i.e. alvéolaires, spléniques, péritonéaux ainsi que par les 
cellules de Kupffer du foie ( HoekstraJ). et al. 1980. Latif, N. & Bacch8wat, B.K. 
1984; Goldman, R. 1988). 
Enfin, l'expression du récepteur du mannose semble dlautre part étroitement régu-
lée (Stahl, P. & Gordon, S. 1982). Le récepteur nlest pas exprimé par les monocytes 
("macrophages- circulants) du sang périphérique ou sur les cellules monocytiques, 
précurseurs provenant de la mœlle osseuse, mais présent en abondance à la sur-
face des macrophages düïerenciés. On ne le retrouve pas non plus à la surface des 
PMN, autre cellule phagocytaire nuijeure de l'arsenal de défense. 
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Avant d'aborder la présentation et l'interprétation des résultats obtenus, 
j'expose dans les pages qui suivent tm aperçu de la méthodologie utilisée tant au 
niveau de la préparation du matériel qttau niveau' du cheminement expérimental. 
2.1.11étbadea: 
2.1.1. PrêpantiOll des cœstitmmta d& des 1ipcJeomea: 
2.1.1.1. Syntbêee régiOlélectift du palm;toyllAlCl'œe IDODDIkIbatitœ 
(~Ou): 
a) Synthèse: (Osipov, L. et al. 1956) 
La synthèse effectuée est tme synthèse régiosélective qui consiste à former 
tm lien ester entre la fonction carboxylique de l'acide palmitique, acide gras à seize 
carbones et la fonction hydroxyle en position six du glucose d'tme molécule de sucra-
se (glucose-fractose ). 
Pour ce faire, le palmitate de méthyle et le sucrose sont dissous dans tm rapport 
molaire 1:3 (excès de StIC1'08e) dans le N,N-diméthylfonnamïde en présence de 
~ comme catalyseur de la réaction. Tous ces constituants sont introduits dans 
tm ballon à trois ouvertures, où le mélange est chauffé à 9O-1000c sous atmosphère 
dl azote à environ 100 mmHg (vide partiel) pendant six hemes avec agitation cons-
tante. La réaction est la StIivante: 
o 
9O-1000c 1 ~ l
vidt ) CH3 (CH 2) 14 C-o-sucrose + CH 30H 
(Oiti~SN') 
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Mm de déplacer la réaction vers la droite et d'obtenir les produits de la réaction 
(esters de sucrose mono-, bi- et polysubstitués) avec le meilleur rendement possible, 
le méthanol gazeux dégagé au cours de la réaction est éliminé au fur et à mesure de 
sa production par condensation ( par tm système de réfrigération ). 
Une fois la réaction tenninée, le contenu du ballon réactionnel est évaporé à 8O-85OC. 
Le -résidu- obtenu est lavé avec environ 400 ml d'hexane dans le but d'éliminer le 
palmitate de méthyle qui n'a pas réagi ainsi qu'une partie des esters polysubstitués. 
On effectue ensuite quatre extractions (environ 300 ml chactme) à l'acétone chaud 
puis deux au butanol-l (environ 200 ml chacune) qui pennettent d'extraire l'ester de 
sucrose synthétisé et de se débarrasser atlSSi du sucrose n'ayant pas réagi. Les 
fractions de butanol-l et d'acétone sont réunies et évaporées, pour ensuite être 
redissoutes dans tm minimum d'acétone. L'efficacité des extractions est vérifiée par 
TLC (chromatographie sur couche mince). 
La réalisation d'tme TLC s'effectue sur tme bandelette de matière plastique 
recouverte d'tme mince couche d'acide silicique. On dépose au bas de celle-ci tme 
petite goutte de l'échantillon à tester (dissous dans tm minimum de solvant) à l'aide 
d'tm capillaire, ainsi qu'tme goutte d'tm témoin adéquat (dans ce cas, le palmitoyl 
sucrose monosubstitué, dont la migration est connue) à côté au même niveau que la 
goutte d'échantillon. La bandelette est ensuite déposée à la verticale dans tm bêcher 
fermé dans lequel on a préalablement ajouté tme quantité minimum de solvant de 
migration (chlorofonne:méthanol 15:1) pour tout juste commencer à imbiber la ban-
delette, au-dessous des deux gouttes déposées. On laisse monter le solvant jusqu'au 
haut de la bandelette par capillarité. Les différents types d'esters contenus dans 
l'échantillon déposé sont ainsi séparés selon leur degré de solubilité dans le solvant 
38 
de migration. Ce solvant étant peu polaire, la solubilité des constituants du mélange 
sera inversement proportionnelle à leur polarité. En conséquence, tm ester bisubs-
titué (deux chaînes carbonées) migrera plus loin qu'un ester monosubstitué (tme 
chaîne carbonée). La révélation des différentes taches obtenues, se fait par vapori-
sation en couche unifonne d'un révélateur pour les sucres constitué d'éthanol : p-
anisaldéhyde : H~ 18:1:1. Une fois séchée, la TLC est mise à l'étuve à 1000c 
pendant quelques minutes. 
Sont représentées ci-dessous des reproductions des TLC effectuées sur le résidu de 
sucrose (1) et sur l'extrait liquide d'acétone et de butanol-1 (2). 
(1) 
(2) 
• ~ t mpuretés 
• • 




• ~ t mpuretés 




t L échantillon TEr-IllN 
pel mttylsucroae 
monoa ubsti tué 
RESIDU IOlide (1UC!'OIe) apriJI extraction 
'l'acétone etaubatanol-l 
EXTRAIT 
Cette TLC démontre la prilence de lUC!'OIe 
(tache en bu' droite; aucune migration), On wit 
aa.{, outre le. impure. (en haut' droite), le 
mélange d'e.ter., Le palmitoyllUC!'OIe mOllOlUbl-
titué eIt identifié par rapport au témoin, tancH. 
que 1 .. autre. ~ d'tJ8ten ont migré lelon 
leur degré de IUbltitution, 
39 
b)Purification: (Osipov, L. et al. 1956) 
L'extrait contient encore une forte quantité de sucrose de même que des impuretés et 
différents types d'esters. La purification de ce mélange complexe est faite par chr0-
matographie sur gel de silice en utilisant l'acétone comme éluant. La composition 
de chacune des fractions recueillies est évaluée par TLC après évaporation et redis-
solution dans un minimmn d'acétone ou de chIorofonne. Les fractions contenant 
l'ester monosubstitué sont combinées, évaporées, redissoutes dans un minimmn de 
chIorofonne et somnises à une nouvelle chromatographie dans les mêmes condi-
tions afin d'éliminer les quelques impuretés et les quelques esters hi- et polysubsti- . 
tués résiduels. 
Les impuretés sont éluées en premier suivies des esters bi- et polysubstitués . On 
récolte ensuite l'ester de sucrose monosubstitué. On poursuit l'élution jusqu'à ce 
que ce dernier soit complètement sorti. Seules les fractions contenant l'ester de su-
crose monosubstitué à l'état pur (une seule tache sur TLC vis-à-vis le témoin) sont 
fmalement recueillies et évaporées. L'ester ainsi obtenu est lavé 2-3 fois à l'éther et 
mUé sur mtre -ULTRA-FAST-. Enfin, on sèche le solide obtenu à l'éther pendant 




a) Synthèse: (Yoshimoto, k. et al. 1979; Asselineau, J. 1955) 
La synthèse et le montage sont ici beaucoup plus simples que pour l'ester de 
sucrose malgré le peu de différence avec l'ester de sucrase. L'objectif visé est aussi 
40 
de fonner le lien ester entre le sucre (mannose) et ~ chaîne d'acide palmitique (en 
position six également). 
On utilise 5,36 g de chlorure de palmitoyle (préparé par action d'un excès de SOCl2 
sur 5 g d'acide palmitique) mis en solution dans 10 ml de benzène. Cette solution est 
ajoutée &Cutte à iOutte dans une solution froide de D(+}mannose (10% f3, 88% 0:) 
anhydre dissotIB dans la pyridine anhydre (10 g 1 50 ml). La pyridine a pour rôle de 
maintenir le pH basique en réagissant avec le HCl fonné durant la synthèse, un pH 
acide ayant pour effet d'hydrolyser l'ester au fur et à mesure de sa fonnation. Le 
mélange est agité pendant 24 heures à température ambiante. On évapore ensuite le 
plus possible la pyridine et on précipite avec l'eau distillée glacée tout en maintenant 
le ballon dans un bain-marie d'eau froide. Les cristaux ainsi fonnés, sont filtrés et 
la pyridine restante se trouve éliminée du même coup puisqttelle est soluble dans 
l'eau. Les cristaux sont ensuite dissotIB dans un mjnimtnn de chlorofonne conte-
nant environ 5% de méthanol. On enlève la phase aquetIBe (en haut) i.e. l'eau res-
tante utilisée pour la précipitation et on -assèche- avec du MgS04 que l'on ajoute au 
liquide (enlevé par filtration) afin d'éliminer toute trace d'eau. 
b) Purification: (Yoshimoto, K. et al. 1979; Asselineau, J. 1955) 
Le mélange obtenu est ensuite séparé par chromatographie sur gel de silice 
avec le chlorofonne comme solvant d'élution. Le contrôle de la pureté des fractions 
est effectué par TLC tel que décrit pour l'ester de sucrose. Les fractions contenant 
l'ester de mannose monosubstitué, déjà pur sont évaporées puis recristallisées à 
froid après solubilisation dans un minimtnn d'acétone froid. On sèche les cristaux 
obtenus à l'éther environ tme demie journée. 
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CONTROLE DE LA PURETE 
Mm de contrôler la nature exacte des produits obtenus les deux esters ont été 
soumis à une analyse élémentaire ainsi qu'à une analyse par RMN et spectroscopie 
infra-rouge. L'analyse élémentaire faite par le Schwarzkopf Microanalytica1 Labo-
ratmy nous a pemùs de confumer la monosubstitution des esters synthétisés en 
nous renseignant sur le pomœntage de chaque type d'élément présent dans la mo-
lécule synthétisée ( C, H et 0 ). 
2.1.1.3. Synthèse du DPPE-DTP : 
La synthèse a été réalisée d'après la technique décrite par Leserman et al. 
(1984). Le DPPE est solubilisé (10 J.UllOles 1 700JÙ ) dans le chlorofonne : méthanol 9:1. 
On ajoute le SPDP, préalablement solubilisé dans da méthanol anhydre filtré dans 
un rapport molaire de 1,2 avec le DPPE (12 J1Illoles 1 SOOJÙ) et 20 J1Illoles de TEA. Le 
mélange est incubé deux heures à température ambiante avec agitation rotative. Le 
SPDP est un réactifhétérobifonctionnel qui réagit avec la fonction amine da DPPE . 
A la fin de l'incubation on ~oute en mélangeant au vortex quelques millilitres de 
tampon HEPES 10 mM. NaCl 0,9% pH 7,4 et après centrifugation, la phase aqueuse 
est éliminée. Cette étape d'extraction est répétée deux fois avec quelques millilitres 
d'eau, et la phase organique est chaque fois conservée. A la fin du processus, on 
constate parfois un léger trouble qui est éliminé par ajout de quelques gouttes de 
méthanol. Par la suite, on rotoévapore (sous azote) et le film sec obtenu est resuspen -
du dans un voltnne connu de chlorofonne : méthanol 9:1 à l'aide de quelques billes 
devene . 
La concentration de DPPE-DTP est estimée par spectrophotométrie en me-
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surant la concentration de dithiopyridine (DTP) libérée du complexe en présence 
d'un agent réducteur des ponts disulfures, le DTT. Le DTP absorbe à 343 Inn avec un 
coefficient d'extinction molaire de 8080 mole -1 L cm -1. Pour ce faire, on incube un 
voltnne COMU de DPPE-DTP en présence de DTT (50 mM) dans le méthanol pendant 
20-25 minutes à température ambiante avant de mesurer la densité optique. 
2.1.1.4. Iodinatiœ de la 8SA : 
L'albumine est marquée à l'iode-l25 par la méthode à l'IODOGEN (1, 3, 4, 6-
tétra-chloro-30., 6a-diphenyl-glycouril) de Salacinsky, P.R.P. et al. (1981). 
La première étape consiste à couvrir la surface d'un tube avec le réactif d'io-
dation (50 Jil) préalablement dissous dans le dichlorométhane (0,2 mg/ml) par 
évaporation sous azote. On ~oute ensuite 10Jil de tampon, 500 JLCi d'iode 125 (ronne 
de l'iode) et 10Jil d'une solution concentrée d'albumine (17mgfml) dans du PBS. 
Le mélange est incubé dix minutes à température ambiante et la réaction 
arrêtée par ajout de 500Jil de tampon PBS (15 minutes). Les réactifs sont séparés de 
la protéine iodée par filtration sur gel de Séphadex G-25 préalablement saturé avec 
la protéine froide, et abondamment rincée au tampon d'élution, le PBS. L'étape de 
saturation est importante afin de limiter les pertes d'albumine marquée par adsorp-
tion non-spécifique au gel compte tenu des petites quantités de matériel utilisées. La 
BSA ainsi marquée est utilisée comme traceur pour l'estimation des quantités asso-
ciées aux liposomes. 
2.1.2. Aaociatiœ antiaèœ-üpcwwnea : 
Dans les deux cas (encapsulation et ancrage) les liposomes composés de 
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DMPC, cholestérol et DPPE dans un rapport molaire de 63:31:6, sont préparés selon 
une technique d'ultrafiltration déjà établie dans notre laboratoire, technique inspi-
rée de Lichtenberg, D. et al. 1988; Milsmann, M.H.W. et al. 1978 (Figure 9) avec ou 
sans ester de sucre. 
La procédure standard de fabrication des liposomes est la suivante. Les 
lipides, solubilisés dans le chlorofonne : méthanol 9:1 sont évaporés au rotoévapo-
rateur sous atmosphère d'azote jusqu'à l'obtention d'tm film sec. Le film sec obtenu 
est réhydraté avec du tampon HEPES 10 mM.NaCl 0,9% pH 7,4 à l'aide de quelques 
billes de verre puis incubé pendant deux heures à 37-C. La suspension de liposomes 
encore multilamellaïres est homogénéisée dix fois à l'aide d'tm homogénéisateur 
verre-teflon et filtrée par extrusion répétée (dix passages) sous pression d'azote à 
travers deux filtres de polycarbonate possédant des pores de 0,4 J1lll de diamètre. On 
obtient ainsi des liposomes unilamellaïres d'environ 300 nm de diamètre. Le pr0-
cessus d'extrusion s'effectue à 37-C, environ l00c au-dessus de la température de 
transition gel/liquide du DMPC. Les liposomes ainsi formés sont ultracentrifugés 
pendant 35-45 minutes à 165 000 x g et resuspendus dans le tampon HEPES 
1000.NaCl 0,9 % (pH 7,4 ou 8,0). 
La concentration des liposomes est évaluée de façon indirecte par le dosage 
du phosphate inorganique des phospholipides constitutifs (voir page 52), ce qui 
pennet de connaitre le nombre réel de J1llloles de lipides à la fin du processus de 
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La BSA, antigène utilisé dans cette étude, est incorporée dans les liposomes 
pendant leur fonnation lors de la réhydratation du film sec de lipides dans le tam-
pon HEPES 10 mM.NaCl 0,9% pH 7,4. A cette fIn, la BSA est solubilisée dans le 
tampon à une concentration d'environ 21 mg/ml en présence de BSA iodée. La ra-
dioactivitéspécifiquede la solution est mesurée au compteur y ce qui nous pennet 
de connaître le taux d'encapsulation à la fm du processus. La BSA encapsulée est 
séparée de la BSA demeurée libre par deux ultracentrifugations à 4OC, 165 000 x g 
pendant 35 minutes. 
Le couplage à la surface liposomale (Carlsson, J. et al. 1978) de la BSA est 
réalisé après la modification à la fois du DPPE (voir p. 41) et de la protéine avec le 
réactifhétérobifonctionnel SPDP selon la méthode de Lesennan, L.D. et al. 1984. 
Une solution concentrée de BSA contenant une quantité connue de BSA iodée est 
préparée dans du tampon HEPES.NaCl pH 8,0 puis incubée en présence de SPDP 
dans un rapport molaire 10:1. Le SPDP est préalablement dissous dans un volmne 
mjnjmal de méthanol anhydre avant ajout &QUtte à iOutte et sous agitation douce à 
la solution aqueuse de BSA. Au cours de cette incubation, les amines accessibles de 
la BSA sont modifiées par ~out d'un groupement ·2-pyridyl disulfure propionate·. 
Après 30 minutes d'incubation à température ambiante, le SPDP n'ayant pas réagi 
est éliminé par flltration sur gel de Séphadex 0.25 préalablement équilibré dans du 
tampon acétate 0,1M NaCl 0,9% pH 4,5 (Figure 10). Ce changement de tampon est 
nécessaire po~ assurer la protection des ponts d1sulfures natifs de la protéine à 
HEPES. N.C1 1 pH 8,0 
o 0 @-NH-~-CH2-CH2-S-Si i + HO-(J 
o 
Figure 10 - Modification dIane protéine par le SPDP. 
Introduction de groupel2-pyridyl diIulftde danI ane 
protéine non thiolée par aminolyle. 
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l'étape d'activation du groupement introduit. 
Mm de s'assurer de la modification effective de la protéine, on contrôle à cette étape 
le taux de modification en incubant tm échantillon de la protéine en présence de 
D'rf SOmM. Le D'rf libère le groupement pyridine 2-thione dont on mesure l'absorp-
tion par spectrophotométrie à 343 nm. Cette mesure nous pennet de détenniner le 
rapport de modification obtenu i.e. le nombre de groupements amines modifiés 1 
molécule de BSA. 
La BSA est fmalement activée par incubation pendant 30 minutes à température 
ambiante en présence de D'rf à tme concentration finale de 50 mM. Cette étape per-
met de générer tme fonction sulphychyle réactive par élimination du groupement 
pyridine 2-thione (Figure 11). Le D'rf est éliminé par filtration sur Séphadex 0.25 
préalablement équilibré dans tm tampon HEPES 10 mM.NaCl 0,9% à pH 8,0. La 
protéine modifiée et activée est récupérée dans le volume mort de la colonne. Elle se 
trouve maintenant dans des conditions de milieu favorables à l'ancrage à la surface 
liposomale. 
Après tme incubation de 16 heures en présence des liposomes modifiés (Figure 12), 
la BSA ancrée est séparée de la BSA libre par deux ultracentrifugations consécuti-
ves à 4OC, 165 000 x g pendant 45 minutes. Le taux d'ancrage est estimé par mesure 
de la radioactivité associée aux liposomes, connaissant la radioactivité spécifique de 
la solution de BSA utilisée au départ. 





Figure Il - Réduction spécifique des groupes 2-pyridyl disulfide 
liés à la protéine par le dithiothréitol (D'rI'). 
48 
o 





.;vvvt"O-P-O-(CH ) - NH2 ~ Il 22 
o 
l 
~o ",-(CH2)2'" - 5-s-o 
IIIPB-DrP 





Figure 12 - Représentation schématique de l'ancrage d'une protéine 
à un lipoK'me. 
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2.1.2.3. lDœrporation cie rester cie suerœe ou cie maDDOle daDa les 
lipaecJlDelt 
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Les esters de sucres sont, comme les phospholipides, des substances am-
phiphiles. En effet, comme l'illustre bien leur structure (Figure 13), la longue chaî-
ne aliphatique (Cl6) s'insère spontanément dans la bicouche pour laisser à l'exté-
rieur du liposome la partie glucidique, en l'occurence le sucrose ou le mannose. Les 
esters solubilisés dans le chlorofonne : méthanol (1,5 mgfml) sont ~outés au mo-
ment de la préparation du film sec de lipides. Trois rapports molaires d'ester ont été 
choisis soit 0,08%, 0,17% et 0,36% pour cette étude (dans le type de liposomes utilisé 
soit DMPC:cholestérol:DPPE 63:31:6) étant donné qu'à des concentrations plus for-




Figure 13 - Structure de <a) re.ter de IUCJ'OI8 ; (b) rNter de m_nnCle. 
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2.1.3. Douae du pbœpbate iuœpniqœ : 
La teneur en lipides (nombre de J.Illloles) des préparations liposomales est 
estimée par dosage du phosphate inorganique libéré après minéralisation des 
phospholipides constitutifs (Fiske, C.H. & Subarow, Y.1925). Un échantillon contenu 
dans 900 ~ dleau distillée est minéralisé à 4400F (environ 2400C) pendant une heure 
en présence de 100 ~ diacide perchlorique. Au résidu, on ajoute 4 ml dleau distillée. 
A 1ml du mélange on ajoute 63 J1l de réactif au molybdate ( <NH.V& Mo, ~ . 4H2Û 
0,02M & H~ 13,6% vlv) et 113 J1l de réactif de Fiske & Subarow et ron incube à 
température ambiante durant 30 minutes. La quantité de P04 est estimée par mesu-
re de la densité optique à 660 nm par référence à une courbe standard faite avec du 
~HPOt (0 - 0,25 J.Illlole). 
2.1.4. Imnmniutian des anillWl'J' et horaire des poIIICtiaDa cardiaques : 
Toutes les expériences ont été menées sur des 80mis BALB/c mâle ou femelle âgées 
de 8 à 12 semaines. Les somis sont ~ectées deux fois avec une ou rautre des 
différentes préparations antigéniques, soit BSA libre, encapsulée ou ancrée avec ou 
sans ester de sucrose ou de mannose, et ce à 28 jours dlinterva11e. Les diverses 
préparations contenant 65 J.Ig de protéine furent ~ectées par voie intrapéritonéale 
dans un volmne total de 250 J1l. Dans le cas des préparations liposomales le rapport 
protéine: lipide était maintenu à peu près constant à tme valeur de 35-40 JJgI}JmOle 
(Figure 14). Chaque point expérimental représente les valeurs obtenues à partir de 
cinq individus. A chaque temps étudié i.e jour 10 et jour 28 après la première 
stimulation et jour 10 et jour 90 après la seconde stimulation, le sang de chaque 
souris (700 J1l à 1 ml) est prélevé par ponction cardiaque (Figure 15) et laissé à 
température ambiante environ une demi-heure afin de pennettre au caillot de se 
116 otimal.tion 
o Injection intrapéritonéale de 
préparation liposomale. 
65 jAg 1 250J.&l 
(SOjAg 1 J.Lmole) 
stimulation 
Ô Injection intrapéritonéale de 
la m6me préparation 
lipolOmale. 
65~ 1250J.&l 
(SO~ 1 J.Lmole) 
20 souris BALB 1 c 
PONCTIONS CARDIAQUFJ; 
~ joar 10 ( 510ariI ) 
4 joar 28 ( 51101D'W ) 
10 .am. ayant reçu une 
1 ère injection 
U 
1 PONCTIONS CARDIAQUES 1 
~ Jour 10 (5 souriJo l ~.oram 
4. joar 90 ( 5 soaris ) -< A 
Y 
Figure 14 - Calendrier d'immanisation. 
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Figure 15 - Technique de la ponction cardiaque chez 1alOtlJi.. 
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fonner et on laisse ensuite le sang 24 heures à 40C pour pennettre au caillot de se 
rétracter, puis on centrifuge pendant dix minutes à 2000 x g. Les sérums (conte-
nant les anticorps anti-BSA), une fois décantéS sont conseIVés au congélateur 
jusqu'à la détennination du titre par ELISA. 
Les titres en anticorps ont été estimés sur les échantillons de sénnns (anti-
BSA) par une technique immunoenzymatique analogue à celle décrite par Claas-
sen, E. et al. 1987. 
La première étape consiste en la fixation de l'antigène (BSA) dans tous les 
puits d'une plaque SAUF dans les puits témoins. Pour ce faire, les puits sont rem-
plis unifmmément d'une solution de BSA à 5 JJgfml dans un tampon sodimn-carOO-
nate 0,1 M pH 9,6. On laisse pour incubation toute une nuit à 4OC. La solution est en-
levée par aspiration et les puits sont lavés trois fois avec du tampon phosphate 0,1 M 
pH 7,4 saline 0,9 % (PBSN). Mm d'éviter les réactions non-spécifiques, les sites li-
bres sont ensuite bloqués en remplissant tmIIles puits avec une solution de caséine 
3% dans le PBSN légèrement chauffé, et incubés au minjmœn 30 minutes à tempé-
rature ambiante. La solution est fmalement aspirée et les puits lavés trois fois avec 
du tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 saline 0,9 % contenant 0,05 % de Tween-20 (PBS-
NT). 
La troisième étape consiste en rattachement de l'anticorps ; il s'agit ici des 
différents sérums obtenus. Une série de dilutions des sérmns de chaque souris pro-
venant des ponctions cardiaques (dilutions par 2 en série) est déposée dans les puits 
à raison de 10 JL1/puits. Les puits témoins contiennent 10 JÙ de la dilution la moins 
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forte. Après incubation de soixante minutes à températw'e ambiante et élimination 
de l'excès de sénnn par aspiration, les puits sont soigneusement lavés trois fois avec 
le tampon PBSNT. 
En quatrième lieu, les antisénnns (marqués à la peroxydase), sont ajoutés à 
raison de 10 J1lIpuits à la dilution optimale spécifique préalablement détenninée 
pour chacun: anti-Igtotal (1/3000), anti-IgM (l/3OOO), anti-1gG (112000), anti-lgGl 
(1/3000), anti-lgG2a (112000) et anti-1gG3 (112000). Suite à tme incubation de soixante 
minutes à températw'e ambiante, tous les puits sont lavés au tampon PBSNT au 
moins cinq fois. 
Enfin, les titres en Ig totales, IgM, 19G, 19G1, 19G2a et 19G3 sont détermi-
nés après incubation à la noirceur pendant 30 minutes en présence de HA le subs-
trat de la réaction enzymatique et d'un chromogène, l'ABTS. On prépare, juste a-
vant utilisation, la solution d'ABTS à 0,4 mg/ml dans tm tampon citrate-phosphate 
0,1 M pH 4,0, contenant en plus 0,015 % d' HA dont on dépose 125J1l1puits. Les ti-
tres en anticorps sont estimés par la différence d'intensité de coloration entre les 
puits échantillons et le puits témoin pour chaque souris. En effet, le puits dont l'in-
tensité de coloration est tout juste un peu plus élevée que le puits témoin représente 
le titre i.e. la dilution maximale à laquelle une réaction est encore visible. Les résul-
tats sont exprimés en 10&2 de la dilution correspondante (Figure 16). 
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Figure 16 - ELISA 
QSULTA'l'S 
3.1.1. lnlaatiaIl de la puret6 et de la structure des estera : 
La pureté des esters synthétisés a été confinnêe par analyse élémentaire 
(Schwarzkopf Microana1ytical Laboratory, Woodside, New York) qui pennet d'éva-
luer le pomœntage de chaque type d'atome présent dans la molécule suite à la com-
bustion d'lm échantillon en fonction du rapport attendu. Les données obtenues sont 
présentées au tableau 1. 
Pour le palmitoyl sucrose, les pourcentages obtenus COJTeSpOlldent aux pourcenta-
ges théoriques calculés sur la base du poids moléculaire (PM • 580,712 gfmole) et 
confinne qu'il s'agit d'm palmitoyl sucrose mmlQ,substittté. Les données obtenues 
avec le palmitoyl mannose (PM • 418,580 gfmole) confirment la stnJcture générale 
pttisque les pourcentages en oxygène et en hydrogène COJTeSpOlldent à ceux calcu-
lés. Cependant, on · observe que le pomœntage de carbone obtenu (54,47 %) est 
inÏerieur à celui calculé (63,16 %). Tel qu'indiqué par le laboratoire d'analyse, ce 
faible pourcentage pourrait être attribuable à tme combustion incomplète de l'é-
chantillon dans les conditions qu'ils ont utilisés compte tenu de la longue cbatne de 
carbone. La compagnie nous a offert de reprendre l'analyse, cependant comme les 
autres analyses effectuées sur le produit confirmaient la structme attendue, nous 
n'avons pas repris l'analyse élémentaire. 
TABLEAU! 
Résultats de l'analyse élémentaire (par combustion) 
des esters de sucrose et de mannose synthétisés 
~c ~H ~O ~c ~H ~O 
ca1cg1és obtenœ 
PaJmjtoyl suaose 58,03 8,81 33,16 56,34 8,61 81,74 




La stntcture des esters quant à la position de la chafne d'acide gras et 
l'isomérie da sucre a été confinnée par RMN et spectroscopie infra-rouge (graphi-
ques 1 à 4). Les spectres correspondent à ceux décrits dans la littérature (Asseli-
neau, J. 1955; Osipov, L. et al. 1956; Yoshimoto, K. et al. 1979). Ces deux techniques 
d'analyses structurales rendent toutefois difficile la confinnation de la position de la 
substitution sur le sucre. Compte tenu de la réactivité de l'hy~le de la position 6 
et compte tenu da fait que les esters obtenus sont monosubstitués, la probabilité est 
forte pour que la chafne d'acide palmitique soit fixée en cette position. 
Pour l'analyse RMN du palmitoyl sucrose, l'échantillon a été préalable-
ment dissous dans le méthanol deutéré (CD3ÛD)à une concentration suffisamment 
élevéepourobtenirtm signal mesurable. Selon leur position (ppm) sur l'échelle du 
bas, il est possible de déterminer pour chaque pic ou groupe de pics, à quelle portion 
de la molécule cela correspond puisque chaque groupe fonctionnel conserve tou-
jours sa même position caractéristique en RMN. Le tracé d'intégration nous rensei-
gne sur le nombre de chatnes d'acide palmitique liées au sucre en indiquant le 
rapport du nombre d'atomes d'hydrogène de la chaîne par rapport au nombre d'ato-
mes d'hydrogène du sucre. Sur le graphique 1, on retrouve de droite à gauche le pic 
du groupe -cH3 tenninant la chaîne aliphatique de seize carbones, qui est elle-
même représentée par le grand pic juste à côté à environ 1,2 ppm «CH2h4>. Le pic 
du lien ester (CH~) se situe à environ 3 ppm et les groupes -OH du sucrose se 
retrouvent à environ 4,8 ppm. Ces trois groupes de pics retrouvés en des endroits 
spécifiques sur le spectre i.e. les carbones de la chaîne aliphatique, le lien ester, les 
groupes hy~les du sucre, ainsi que le tracé d'intégration correspondent à la 
structure de l'ester de sucrose (Figure 13). 
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Graphique 2 - Spectre infra-rouge du palmitoyl sucrose monosubstitué (C~51.0u) 




sucrose (préparé en pastille de KBr) nous renseigne également sur la structure à 
l'aide de la position spécifique de chaque pic qui COITeSpOnd à ml groupe fonctionnel 
en particulier. Ainsi, on retrouve les -OH da stICI'08e, les -cHr de la chaîne alipha-
tique et le groupe -e-O Gien ester) à 8400,2800 et 1700 cm-1 respectivement. 
Les mêmes types d'analyses ont été faites sur le palmitoyl mannose. Les 
spectres &MN (échantillon dissous dans la pyridine DS> et infra-rouge (graphiques 3 
et 4) sont quasi identiques à ceux obtenus pour le palmitoyl sucrose et supportent 
fortement l'identification de la molécule synthétisée comme étant véritablement le 
palmitoyl mannose. 
3..1.2. CaDtr&Ie da bIœ d' ••• ociatiaa: 
Le rapport protéine: lipide d'tme préparation liposomale est ml facteur qui 
risque d'influencer de façon importante la réponse finalement induite et qu'il est 
impérieux de contrôler. Nous avons donc établi les conditions pennettant d'obtenir 
de façon reproductible des liposomes de rapport protéine:lipide prédéterminé et 
standardisé les techniques de préparation. 
Le taux d'encapsu1ation est relativement facile à contrôler, puisque les lipides s'as-
sociant pour former les liposomes, enferment tme certaine quantité de protéine so-
lubilisée. Le point cntcial de cette association est d'exercer ml contrôle sur la repr0-
ductibilité de préparation des liposomes eux-mêmes. Les tests contrôles ont été faits 
à tme concentration constante de lipides (10 J1IllOles 1 ml) (Graphique 5). On cons-
tate que le taux d'encapsulation (L 1 mole) diminue au fur et à mesure qu'augmente 
la concentration de protéine. A concentration fixe de protéine, on observe la même 
diminution du volume d'encapsulation en fonction de l'augmentation de la concen-
tration de lipides. 
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Graphique 3 - SpecfJ'e RMN du palmitoyl mannose monosubstitué (CzzH.d>7) 
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Graphique 4 - Spectre infra-rouge du palmitoyl mannose monosubstitué (CztI42P7) 
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Graphique 5 - Courbe standard d'encapsulation. 
(Thérien, H.-M., Shahmn, E. & Fortin, A. 1991) 
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Pour l'ancrage, la situation est plus complexe puisque trois paramètres entrent en 
jeu: les liposomes eux-mêmes, le pourcentage de modification du DPPE et l'efficaci-
té de modification de la protéine. La courbe montrée au graphique 6 a été obtenue à 
concentration fixe de lipides (10 J.Ulloles 1 ml ou 20 J.Ulloles 1 ml). On obseIve tme 
augmentation logarithmique du taux d'association. La dépendance entre le taux 
d'association et la quantité de protéine rappelle les interactions ligand-récepteur 
avec tme saturation des sites à Corte concentration de ligand, ici initiée à partir 
d'tme concentration totale de BSA autour de 20 mg 1 ml. 
A partir de ces courbes de standardisation, nous avons établi les conditions 
permettant d'obtenir des liposomes ayant l'antigène ancré ou encapsulé dans les 
mêmes rapports protéine: lipide. Ce rapport, nous l'avons arbitrairement choisi re-
lativement élevé à tme valeur d'environ 35 J.Ig 1 J.Ullole. 
3.1.3. c..et&iatiquesclea lipae4 .... iDjectB iD viPD : . 
Au tableau II et III, sont représentés les divers paramètres évalués pour 
les liposomes injectés en première ou seconde stimulation, avec ou sans ester de 
Pour chaque type de préparation liposomale, l'efficacité d'encapsulation ou d'ancra -
ge fut estimée en mettant en relation la œvmtité de lipide récgpérée (wnples) et la 
œvmtité de protéine <UI> associée dans la fraction liposomaJe récupérée. 
Au COtll'S des différentes étapes de préparation, on constate tme perte relativement 
faible de lipides, environ 10 % de la quantité de départ, tel que déterminé par le dosa-
ge du phosphate inorganique (Pi). Pour les diverses préparations liposomales, le 
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Graphique 6 - Courbe standard d'ancrage. 
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TABLBAUD 
Caractéristiques des différentes préparations liposomales avec ESTER de MANNOSE 
utilisées pour la première stimulation (20 souris) 
LIPOSO}m) DMPC BSA~outée qtéassociée Pi dosé protéinellipide diam. moyen 
(}J.IDOles) (mg) (1J.g) (lJmOles) (l-lgf 1Jm01e) (nm) 
@ 50 70,86 1313,80 42,45 30,95 337 
8EMo~089I 50 71,97 1491,43 41,71 35,76 363 
8EMo~1n1 50 74,22 1469,00 44,58 32,95 310 
8EMO~36. 50 78,72 1819,26 45,98 39,57 353 
Q-BSA 50 19,00 2154,71 32,35 66,61 331 
BSAÛEMO~ 50 19,00 1152,40 41,41 27,83 342 
BSA-oEMO~1 ni 50 19,18 1569,30 46,72 33,59 372 
BSA-oEMo~36. 50 19,18 1618,70 38,21 42,36 446 




Caractéristiques des différentes préparations liposomales avec ESTER de MANNOSE 
utilisées pow- la seconde stimulation (10soms déjà inuntmisées) 
LIPOSOME5 DMPC BSA~outée qtéassociée Pi dosé protéinenipide diam. moyen 
(1JJllOles) (mg) (}lg) (}J.moles) (}lgf }J.mole) (nm) 
@> 25 39,84 946.33 21,30 44,43 301 
8EMo~089I 25 40,10 998,85 21,94 45,53 339 
8EMO~17CJ1 25 74,59 1362,20 45,61 29,87 434 
8EMO~36. 25 82,05 1479,40 45,81 32,29 437 
OBSA 25 10,00 587,80 16,04 36,65 348 
BSA-Q-EMo))8CJI 25 12,00 763,00 20,35 37,49 483 
BSA-Q-EMo 1 'ni , 25 12,00 779,50 17,47 44,62 420 
88AOO1o,36. 25 12,00 535.so 15,63 34,27 426 
x-38.1û &.05 X-39h&2 
-..J 
o 
Après quelques passages sur filtres de polycarbonate, les liposomes obtenus sont de 
taille relativement homogène et unilamellaires (diamètre moyen de 357 nm). Enfin, 
les liposomes contenant de rester de mannose ont été examinés en microscopie 
électronique afm de savoir si l'insertion d'tm glycolipide dans la bicouche liposo-
male pouvait avoir ml effet sur l'aspect des liposomes. Les liposomes conventionnels 
(sans ester) sont généralement de fonne plutôt sphérique. V~out de molécules 
d'ester de sucrose ou de mannose a semblé donner des populations de liposomes de 
taille homogène et de fonne légèrement allongée par rapport aux liposomes sans 
ester. 
3.2. Cinétiqœ de la réponse humorale primaire : 
La production des anticorps, que ce soit en réponse à des liposomes ou à tout 
autre type de corps étranger (antigène) varie en fonction du temps, c'est ce qu'on ap-
pelle la cinétique de la réponse hmnorale. De plus, l'aspect de cette cinétique s'avère 
fortement influencé par le type d'antigène introduit iD n·w, en tennes de durée et 
d'intensité. 
Ainsi, les résultats de nos travaux antérieurs (Graphique 7), ont d'tme part 
pennis de montrer les différentes cinétiques générées selon le type de formulation 
antigénique et d'autre part de déterminer où se situe le titre en anticorps maximtml 
atteint suite à l'immunisation. Sur la base de ces résultats, il nous a été possible d'é-
tablir le calèndrier d'immunisation ainsi que l'horaire des ponctions cardiaques. 
On constate que les cinétiques obtenues en réponse à la BSA encapsulée et ancrée 
atteignent toutes deux un maximmn autour du jour neuf suivant la première 
immunisation. Bien que l'intensité de la réponse induite par l'antigène ancré soit 























Graphique 7 - Production d'immunoglobulines totales induite par différentes 
formulations antigéniques incluant (e) BSA libre + liposomes, 
(0) BSA encapsulée ou (.) liée en surface ,tracée en fonction du 
temps suivantl'immunisation. 
(Thérien, H.-M., Lair, D. & Shahum, E. 1990) 
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par l'antigène encapsulé décroît très rapidement après avoir atteint son maximmn 
pour devenir quasi nul dès le jour 40. Ainsi, le jour dix a été choisi comme premier 
·point· d'étude et le jour 28 comme second ·point· qui pennettent de bien apprécier 
la difïerence entre l'antigène ancré et l'antigène enCapsulé. 
Après restimulation, tme étude cinétique faite préalablement dans notre laboratoire 
montre que la réponse atteint pour toutes les préparations antigéniques tm maxi-
mmn autour du jour six qui se maintient pendant pltmieurs jours. Au jour 60, la 
réponse est encore forte pour toutes les préparations mais la baisse de la réponse à 
l'antigène libre et à l'antigène encapsulé est déjà amorcée. Nous avons donc choisi 
d'étudier aussi la réponse à deux temps fixes : tm temps au maxjmmn de l'inten-
sité (10 jours) et tm temps pltm éloigné (90 jours) où la décroissance de la réponse se 
devait d'être pltm marquée. 
3.3. Impact des différentes préparaüonslipoaomaJes 101' la prodœ:üon des 
imm1JDOllobulines totales : 
3.3.1. BSA libre et BSA 8I8Ociée aux li.pœomes : 
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Dans le graphique 8, les résultats obtenus suite à l'association de l'antigène 
avec le véhicule liposomal sont comparés à la réponse obtenue pour l'antigène libre. 
En réponse primaire i.e. dix jours après la première immunisation, la BSA libre 
induit à elle seule un titre en anticorps totaux relativement faible (4,25 ± 0,96>. Le 
titre en anticorps pour la BSA associée aux liposomes par encapsulation est de 7,5 ± 
0,5 soit 9,5 fois plus et celui de la BSA ancrée est de 9,5 :t 0,6 soit 38 fois plus. 
En réponse secondaire i.e dix jours après la seconde immunisation, on constate de 
façon générale que les trois types de fonnulations antigéniques affichent un effet si-
milaire à celui de la réponse primaire mais de plus forte intensité. En effet, les 
résultats font ressortir le fait que l'association -BSA : liposome-, que ce soit par en-
capsulation ou par ancrage, induit une production d'anticorps anti-BSA accrue. 
Dans tous les cas d'association, l'augmentation de la réponse humorale est haute-
ment significative (p < 0,001). 
3.3.2. BSA eŒ8p8Ulée avec ester de 8ŒI'OIe 011 de lD8DJIC)R : 
Le graphique ,9, compare les titres en anticorps totaux obtenus pour une réponse 
primaire induite par l'antigène encapsulé dans des liposomes contenant une quan-
tité croissante d'ester de mannose. On constate une relation inverse entre la quanti-
té d'anticorps et la quantité d'ester de mannose. La comparaison des données à cel-
les obtenues avec l'antigène encapsulé sans ester montre bien le caractère significa-
tif de la différence avec l'augmentation de la concentration d'ester. Cet effet semble 
15 
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BSAlibre BSAenc. BSA ancr. 
PllIparatba HpaeMFAIe 
Graphique 8 - Effet de la BSA libre et associée aux liposomes (encapsulation & 
ancrage) sur le titre en anticorps totaux, en réponse primaire 
(jourtol et secondaire (jour 10). 
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Les symboles représentent le niveau de signification des différences 
par rapport â la BSA libre en réponse primaire <-> et par rapport à 
la BSA libre en réponse secondaire Cf) . 





o 0,08 0,17 0,36 
Graphique 9 - Effet des esters de sucrose et de mannose au jour dix suivant la pre-
mière stimulation sur le titre en anticorps totaux, en réponse à la 
BSA encapsulée. 
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Les symboles représentent le niveau de signification des différences 
par rapport à l'ester de sucrase <-). 
"p< 0,01 "'p<O,OOI 
relié à la présence du résidu mannose, ptIisqae l'inclusion d'tm ester de sucre 
apparenté est sans effet sur la réponse induite. 
3.3.3. BSA 8DtIft aftC ester' cie iUtI .. au cie ~ : 
Lorsque la BSA est exposée à la surface liposomale avec des quantités crois· 
santes d'ester de sucrose ou de mannose, on constate que la réponse hmnorale pri-
maire induite n'est pas significativement modifiée en tenne d'intensité. 
En effet, comme l'illustre le graphique 10, l'incorporation d'ester de mannose dans 
ce cas (ester et BSA exposés), n'influence pas le titre en anticorps totaux en, fonction 
de la concentration. On obtient pour les trois concentrations d'ester de mannose, tm 
niveau d'immunoglobulines similaire à celui atteint en réponse à la BSA ancrée 
sans ester soit environ 9,5. 
Vester de sucrœe, lui non plus, ne produit pas de changement ~eur de la répon-
se en fonction de la concentration. La baisse observée à la concentration 0,08 %, bien 
que significative, n'est pas confirmée par la mesure des classes d'immunoglobuli-
nes ( ex. graphique 11). L'ensemble des résultats obtentIB notIB permettent donc de 
conclure' que ni rester de mannose, ni rester de suaose n'influencent de façon si-
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On:entratiaD ester' ( .. ) 
Graphique 10 - Effet des esters de sucrase et de mannose aujotII' dix suivant la 
première stimulation StII' le titre en anticorps totaux, en réponse 
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Canc:mtratiaa ester iŒi08e (,,) 
0,36 
Graphique 11 - Effet de la concentration en ester de sacrose sur les titres en 19G, 
IgGl, 19G2a et IgGS en réponse primaire. 
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3.4. Impact des différentes préparaticmalipoaomales sur la prodŒtiOll des il&-
types d1imm.uœglobulines : 
BO 
L'ensemble des résultats concernant le titre total d'anticorps en réponse 
primaire comme secondaire indique que seul l'antigène encapsulé est influencé de 
façon spécifique par l'ester de mannose. La réponse anti-BSA induite par l'anti-
gène encapsulé en présence d'ester de mannose a été étudiée plus en détails afin de 
déteIminer si la diminution dans la production d'immunoglobulines totales pouvait 
s'expliquer par tme diminution sélective d'tme classe particulière d'immtmoglobu-
line. 
Les graphiques 12 et 13, comparent l'effet de la concentration en ester de 
mannose sur les titres en IgG et IgM au jour dix en réponse primaire et secondaire 
respectivement. 
On constate qu'en réponse primaire comme en réponse secondaire les titres en 19G 
et les titres en IgM diminuent tous deux en accord avec la diminution en immtmo-
globulines totales observée. D'une part, en réponse primaire (graphique 12), la 
diminution en IgM est moins importante que la diminution en IgG, soit 2,8 et 19 fois 
respectivement par rapport à l'antigène encapsulé sans ester. D'autre part, après 
restimulation (graphique 13), les diminutions en 19M et IgG (4,6 et 12 fois par rap-
port à l'antigène sans ester) sont du même ordre de grandeur qu'en réponse 
, 
primaire bien que le titre soit plus élevé. On observe donc dans les deux cas tme 
diminution du rapport IgGIIgM en fonction de la concentration d'ester. 
Enfin, l'effet de l'ester de mannose peut également être observé sur la production 
des isotypes d'IgG soit : IgG!, IgG2a et IgG3 illustré au graphique 14. Les résultats 
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Graphique 12 - Effet de la conCentration en ester de mannose sur les titres en 
IgG & 19M en réponse primaire. 
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Graphique 13 - Effet de la concentration en ester de mannose sur les titres en 
IgG & IgM en réponse secondaire. 
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Graphique 14 - Effet de la concentration en ester de mannose sur les titres en 
19G1, IgG2a et 19G3 en réponse secondaire. 
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secondaire, puisque suite à la première immtmisation Gour dix) les taux mesurés 
s'avéraient trop faibles pour être significativement interprétables. On constate une 
diminution quasi parallèle des trois classes d'IgG. 
De ces résultats, on peut conclure que l'ester de mannose incorporé dans la bicou-
che liposomale (lorsque la BSA est encapsulée), diminue préférentiellement la 
production d'IgG mais n'affecte aucune sous-catégorie d'IgG particulièrement. 
Comme c'était le cas pour la réponse totale, le niveau de signification (Ta-
bleau IV) de la différence entre la réponse obtenue à chacune des concentrations 
d'esters de mannose et la réponse obtenue en absence de l'ester s'accroît avec l'aug-
mentation de la concentration d'ester. Ces résultats à la fois supportent et confir-
ment l'effet général obseIVé quant à la diminution de l'intensité de la réponse 
hmnorale induite par l'antigène encapsulé en présence d'ester de mannose. Les 
mêmes mesures du titre des différentes classes d'immunoglobulines pour des lipo-
somes contenant l'ester de sucrose confument le manque d'effet de ce sucre appa-
renté. 
TABLEAU IV 
Niveaux de signification de la différence entre la réponse 
obtenue à chaque concentration (%) d'ester de mannose et la réponse 
obtenue en absence d'ester, avec l'antigène encapsulé 









(Test de Student) 
0,08% 0,17% 0,36% 
NS <0,001 «0,001 
<0,10 <0,001 «0,001 
<0,10 <0,05 <0,05 
<0,05 <0,05 <0,002 
<0,50 <0,20 <0,001 
NS <0,05 <0,001 
<0,10 <0,02 <0,005 
<0,50 <0,50 <0,005 
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3.5. Effet des esters delŒiOle et de mannose IIU' la dorée de la réponse 
hlDllUl'8le: 
L'ester de mannose non seulement influence l'intensité de la réponse im-
mtme mais encore sa durée. 
Be 
L'effet sur la durée de la réponse primaire pour l'antigène encapsulé est 
montré au graphique 15. Les deux droites représentent les données obtenues en titre 
d'anticorps totaux aux jours 10 (r-0,959) et 28 (r-0,510) suivant l'immtmisation. Les 
pentes très différentes obtenues pour les deux droites montrent que la présence d'es-
ter de mannose contribue à maintenir la réponse au niveau maximal atteint dans 
les premiers jours suivant l'immtmisation. Le même effet peut être obseIVé en ré-
ponse secondaire (graphique 16) où les titres d'anticorps ont été mesurés à des 
temps plus distancés soit jour 10 et 90 compte tenu de la durée nonnalement plus 
longue de cette réponse secondaire. On constate tme diminution significative au 
jour 10 (r-0,973) mais auCtm effet important au jour 90 (r-0,645). 
On a déjà mentionné le manque d'effet de rester de mannose sur l'intensité 
de la réponse induite par l'antigène ancré. Ce manque d'effet est aussi obseIVé sur 
la durée de la réponse (graphiques 17 et 18). On constate, en réponse primaire, 
auCtnl effet à jour 10 (r-0,135) et tm effet inversé mais très faible au jour 28. En 
réponse secondaire, les résultats plus dispersés ne montrent auctme relation 
linéaire forte ni au jour 10 (r-0,453) ni au jour 90 (r-0,867). 
Mm de vérifier la spécificité de l'effet de rester de mannose sur l'intensité et la 
durée de la réponse, on a voulu voir si rester d'tm sucre apparenté, le sucrose, avait 
tme telle influence sur la réponse hmnorale. Comme l'illustre bien le graphique 19 














.., I l •0 
.1 0,8 
0,6 
0,1 0,2 0,3 
CœamtratioD en __ de menn.., (,.) 
1 b - -1,9840 1 
0,4 -+-__ --_.._--_---.----.--___ ---1 
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 
CoDamtradoD ma __ de menn.., (4JIt) 
0,4 
Graphique 15 - Effet de la concentration en ester de mannose sur la durée de la 
réponse primaire induite par la BSA encapsalée. 
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Graphique 16 - Effet de la concentration en ester de mannose sur la durée de la 
reponse secondaire induite par la BSA encapsulée. 
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Graphique 17 - Effet de la concentration en ester de mannose sur la durée de la 
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Graphique 18 - Effet de la concentration en ester de mannose sur la durée de la 
réponse secondaire induite par la BSA ancrée. 
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titres en anticorps aux jours 10 (r-0,721) et 28 (r-0,063) en fonction de la concentra-
tion en ester et par conséquent sur la durée étant donné les pentes quasi nulles et 
parallèles. Enfin, en réponse secondaire toujours avec la BSA encapsulée (graphi-
que 20), on observe le même phénomène soit : au jour 10 (r-0,169) et au jour 90 
(r-0,487). Le même phénomène est obtenu en réponse primaire et secondaire en ré-
ponse à l'antigène ancré en fonction de la concentration en ester de sucrose (ré-
sultats non montrés). 
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Graphique 19 - Effet de la concen~tion en ester de sucrose sur la durée de la 
réponse primaire induite par la BSA encapsulée. 
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Graphique 20 - Effet de la concentration en ester de sucrose sur la durée de la 
reponse secondaire induite par la BSA encapsulée. 
DISCUSSION • OONCLUSIONB 
Le présent chapitre vise à fournir tme vue d'ensemble finale des résultats 
déjà discutés ponctuellement au chapitre précédent et à établir tm lien avec la litté-
rature existante dans le domaine. 
Nos résultats confument le fait que l'association physique d'tm antigène 
avec le liposome est tm moyen efficace pour stimuler la réponse hœnorale, que cette 
association se fasse par encapsulation ou par liaison covalente. Ainsi, tme augmen-
tationsensible de la réponse a été observée après stimulation avec les fonnulations 
liposomales comparativement à la réponse observée avec l'antigène libre. L'aug-
mentation encore forte de la réponse suite à une restimulation suggère la mise en 
place d'tme mémoire immtmologique, caractéristique des antigènes T-dépendants. 
Bien que certaines études aient montré l'existence de différences importantes dans 
la réponse induite par l'antigène ancré ou encapsttlé que .ce soit en tenne d'intensité 
(Van Rooijen, N. & Van Nieuwmegen 1982, Vannier, W. E. & Snyder, S. L. 1988; 
Latif, N. & Bacchawat, B. K. 1988), de cinétique d'induction (Thérien, H.-M. et al. 
1990), de dépendance de la voie d'administration (Vannier, W. E. & Snyder, S. L. 
1988)ouencore de production sélective d'immunoglobulines (Shahœn, E., Thérien, 
H.-M. 1988), dans les conditions précises de notre étude (i.e. forte dose, fort rapport 
protéine:lipide, temps fixe de mesure), la seule différence observée réside dans la 
décroissance moins rapide de la production d'anticorps avec l'antigène ancré. 
L'absence de différence entre les profils d'immunoglobulines induites par les deux 
fonnulations liposomales reflète les conditions particulières de notre protocole 
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expérimental et confume les résul tats obtenus dans une étude parallèle menée dans 
notre laboratoire sur l'influence du rapport protéine:lipide sur la réponse induite 
montrant qu'à des rapports protéine:lipide autour de SOJJ.g/J.LIllole et à des doses 
supérieures à 15J1g, les deux préparations liposomales induisent sensiblement les 
mêmes profils d'immunoglobulines. Des différences marquées entre les deux types 
de fonnulations ne se manifestent qu'à des doses ou des rapports plus faibles. 
Ainsi, les résultats présentés ici, ne nous pennettent donc pas d'établir une relation 
simple entre l'utilisation priviligiée d'une cellule de présentation et l'activation 
préférentielle d'une sous-population de lymphocytes T auxiliaires avec induction 
d'un patron d'immunoglobulines particulier. 
Bien que l'hypothèse généralement avancée pour expliquer l'augmentation 
de la réponse hmnorale par les liposomes invoque le ciblage plus rapide et plus 
efficace de l'antigène vers les cellules de présentatiOn, l'idée d'augmenter cette rapi-
dité de prise en charge du véhicule liposomal par les cellules de présentation a été 
peu exploitée comme moyen d'amplifier la réponse immune spécifique. L'intérêt de 
ce ciblage a été récemment démontré dans un système complètement différent utili-
sant des anticorps bispécifiques pour cibler l'antigène vers les cellules de présenta-
tion (Snider, D.P., 1991, Congrès Société Canadienne d'Immunologie, Lac Louise). 
Si le ciblage de l'antigène a été pour le moment peu exploité pour amplifier la 
réponse, l'idée même du ciblage a été et est encore largement utilisée pour diriger 
vers des cellules spécifiques des liposomes chargés de modulatetll'S de leur activité 
(ex. MDP comme activateur des macrophages: Roche, A.-N. et al. 1985; Barratt, 
G.M. et al. 1987) en utilisant dans tous les cas un ligand spécifique d'une protéine 
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membranaire que ce soit par utilisation d'anticorps monoclonaux ou de ligands 
natw'els. 
L'utilisation du récepteur macrophagique du mannose comme moyen efficace et 
spécifique est déjà bien reconnu. Dans quelques rares études (Garcon, N. et al. 1988; 
Lati~ N.A., . Bacchawat, B.K. 1984), ce récepteur a été utilisé pour amplifier la 
réponse humorale induite par tm antigène encapsulé dans les liposomes. 
Notre idée de départ était de mettre â profit ce ciblage efficace afin, non 
seulement d'induire tme réponse humorale plus intense pour l'antigène encapstdé 
préstnnément tmiquement pris en charge par les macrophages, mais atlSSi afin 
d'abolir ou tout au moins de diminuer la contribution d'une voie de prise en charge 
autre que la voie macrophagique pour l'antigène ancré. 
Bien que nos résultats n'aient pas confinné cette hypothèse de départ, certaines 
particularités de la réponse ont été obseJvées qui pennettent de mieux comprendre 
les mécanismes à la base de l'élaboration de la réponse humorale. Dans nos 
. conditions expérimentales, rester de mannose influence la réponse humorale 
induite par l'antigène encapstdé mais non celle de l'ancré. Le manque d'effet de 
rester de mannose sur la réponse à l'antigène ancré potIITait s'expliquer par tme 
inaccessibilité du mannose inclus à la surface liposomaJe où la BSA est ancrée. 
Dans cette situation, la BSA étant beaucoup plus -encombrante-, il est possible 
qu'elle masque le résidu de mannose ou tout au moins empêche son interaction avec 
le récepteur macrophagique alors que dans la situation d'encapsulation, aucun 
obstacle stérique ne nuit à l'interaction du mannose avec le récepteur. Des résultats 
préliminaires obtenus quant à la possibilité d'interaction de nos liposomes 
mannosylés avec BSA ancrée et encapsulée avec tm gel de Sépharose-ConA, lectine 
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spécifique du mannose, tendent à confll1l1er cette hypothèse. Pour détourner l'anti-
gène ancré, il aurait probablement fallu associer le mannose à la surface 
liposomale via un "bras d'ancrage" hydrophile pennettant de l'élOigner de la 
bicouche lipidique. 
L'influence du mannose sur la réponse hmnorale induite par l'antigène encapsulé 
apparaît cependant spécifique puisque l'ajout d'un sucre apparenté, le sucrase, est 
sans effet modulateur tant en réponse primaire que secondaire. 
Nos résultats ont également fait ressortir deux effets intéressants de l'ester 
de mannose sur la réponse humorale à l'antigène encapsulé : l'ester de mannose 
diminue l'intensité de la réponse induite mais prolonge la durée de production des 
immunoglobulines. 
Le fait que l'ester de mannose diminue l'intensité de la réponse (malgré que l'effet 
contraire nous était apparu prévisible) est en accord avec une étude similaire faite 
par Latif, N. & Bacchawat, B.K. (1984) montrant une diminution de la réponse hu-
morale induite par la BSA associée à des liposomes a-man (à comparer avec les 
liposomes p-gal et neutres). Dans leur étude, l'effet bénéfique de l'encapsulation est 
complètement éliminé puisque la réponse induite par l'antigène encapsulé demeu-
re équivalente à celle induite par l'antigène libre. Les résultats ont été interprétés 
comme résultant d'une destruction rapide de l'antigène liposomal empêchant l'ini-
tiation d'une réponse immune significative. Nos résultats sont en accord avec ceux 
de Latif & Bacchawat et semblent en plus suggérer un effet non seulement sur les 
mécanismes d'induction mais aussi sur les mécanismes de suppression normale-












Figure 17 - Interactiont des TOies d'actifttion et de tapprea1on. 
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Ainsi, l'induction d'une réponse inunune fait inteIVenir aussi bien des signaux 
positifs que des signaux négatifs. On associe généralement les signaux positifs à 
l'activation (lymphocytes T auxiliaires) et les signaux négatifs à la suppression 
(lymphocytes T inducteurs de suppressioti>. De plus, l'activation tant des T auxiliai-
res que des T inducteurs dépend, de la dose antigénique et du temps de contact avec 
l'antigène. La suppression contribue au contrôle homéostatique de toute réponse 
inunune de telle sorte que, même lorsque l'immunisation induit une réponse vigou-
reuse (suite à l'ÎI\Îection d'une forte dose), cette réponse est limitée dans le temps. 
Enfin, la suppression requiert pour s'installer soit une dose antigénique plus forte, 
soit un temps de contact plus long avec le système et implique l'activation de toute 
une chaîne cellulaire (cellules initiatrice, transductrice et effectrice de suppression) 
aboutissant à la suppression proprement dite (Figure 17). 
Dans une réponse immme normale, l'antigène, pris en charge par le macrophage 
est digéré et présenté aussi bien aux lymphocytes T auxiliaires qu'aux lymphocytes 
T inducteurs de suppression. La suppression (signaux négatifs) s'installe plus len-
tement que l'activation pennettant la mise en place d'une réponse, suivie d'un 
contrôle de l'intensité et de la durée de cette réponse. 
En présence d'ester de mannose, le ciblage vers le ;macI'Ophage via le récepteur de 
surface mannose-spécifique (Haensler, S. & Shuber, F. 1988) est plus rapide, entraî-
nant une diminution du temps de contact du liposome mannosylé avec le système. 
Cette diminution du temps de contact diminue par le fait même la durée des si-
gnaux dl activation des T auxiliaires et des T inducteurs de suppression. 
D'me part, si des signaux moins soutenus sont dirigés vers les T auxiliaires, 
l'activation des T auxiliaires moins intense pourrait expliquer la diminution d'in-
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tensité de la réponse puisque moins de cellules T auxiliaires seraient disposées ou 
aptes à activer le système immun. D'autre part, si des signaux moins soutenus sont 
dirigés vers les T inductems de suppression, l'activation plus limitée, soit empêche 
la suppression de s'installer, soit retarde son apparition. Ainsi, l'activation des lym-
phocytes T auxiliaires par les liposomes mannosylés étant moins rapidement frei-
née, cela pourrait expliquer l'augmentation de la durée de la réponse observée dans 
nos résultats, parallèlement à tme baisse d'intensité. 
Ce modèle montrant cet effet de régulation de rester de mannose sur la 
réponse immtme par action sur la balance des signaux, et par conséquent sur la 
réponse humorale induite est supporté par les travaux de Muchmore, A. V. et al. 
1990, qui suggèrent tm rôle potentiel fonctionnel des structures carbohydratées 
dans la régulation de la réponse immtme. De plus, plusieurs autres obsetvations 
ont mis en évidence l'effet immtmosuppresseur de divers dérivés mannosylés dans 
tme variété d'activités biologiques telles la cytotoxicité à médiation cellulaire 
(Forbes, J. T. et al. 1981) et la prolifération spécifique de l'antigène (Mucbmore, A. V. 
et al. 1984), événement pouvant être relié à la diminution du temps de contact du 
système avec l'antigène. 
Enfin, à la lumière des résultats et interprétations exposés dans la présente 
étude, on peut affinner que le phénomène de présentation de l'antigène est tm sqjet 
très controversé et complexe. La route d'immtmisation (Vannier, W.E. & Snyder, 
S.L. 1988), le type de cellule de presentation de l'antigène, la dose antigénique 
(Gregoriadis, G. et al. 1987; Latif, NA., Bacchawat, B.K. 1988;Thérien, H.-M. et al. 
1991) ou le rapport protéine:lipide (Davis, D., Gregoriadis, G. 1987; Thérien, H.-M. et 
al. 1991) influencent la réponse tout conune la vitesse de clairance de l'antigène du 
système par les cellules de présentation de l'antigène. Notre étude a pemùs de 
101 
mettre en ltnnière certains aspects mal compris, en l'occurence l'effet immuno-
suppressew- des sucres (Muchmore, A. V. et al. 1988) et la diminution de l'intensité 
de la réponse induite par un antigène mannosylé (Latif, N.A. et al. 1988), tout en 
proposant un mécanisme possible pow- les événements précoces de l'initiation 
d'une réponse immune. 
En conclusion, on constate que si l'effet d'un ciblage trop rapide ne semble 
pas un moyen très efficace pow- augmenter l'intensité de la réponse hmnorale, il 
constitue un moyen efficace d'en prolonger la dw-ée. Une meillew-e compréhension 
du mécanisme d'action impliqué dans l'effet d'immunopotentiation exercée par les 
liposomes est certainement un prérequis important dans la mise en place de systè-
mes adjuvants adaptés aux effets précis recherchés. 
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